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REMARKS 

It is respectfully requested that this application be reconsidered in view of the above amendments 
and the following remarks and that all of the claims remaining be allowed. 

Amendments in the Specification 

The specification has been amended to delete the reference to a hyperlink 
(http://www.stanford.edu/group/nolan/tutorials/retpkg^7j)hx svs.html) upon the Examiner's 
request. In addition, the term "DEME" has been changed to "DMEM" to correct an obvious 
error. 

No new matter has been introduced. 
Claim Amendments 

Claim 1 has been amended to specify that the cell is a 293T cell. Support for this limitation can 
be found, for example, in original claim 10. Accordingly, claims 9 and 10 have been canceled 
without prejudice or disclaimer. 

Claim 1 has also been amended to recite "one or more retroviral structural proteins", for which 
support can be foimd, for example, at page 4, line 34, to page 5, line 2. 

Furthermore, claim 1 has been amended to recite "wherein the one or more retroviral structural 
proteins are selected fi"om the group consisting of gag, pol, and env", for which support can be 
found, for example, in original claim 2. Consistent with this amendment, claim 2 has been 
canceled without prejudice or disclaimer, and claim 3 has been amended to depend fi'om claim 1. 
Similarly, claims 6-8 have been amended to recite "one or more of gag, pol, and env". 

Claim 1 1 has been amended to recite "as deposited at the National Institute of Bioscience and 
Human-Technology in Japan" for additional clarity. Support for this amendment can be found, 
for example, at page 13, lines 14-35. 
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Claims 1, 3-8, and 12-14 have also been amended for additional clarity by rewording claim 
elements as indicated. 

New claims 16-28 have been added. Claims 16-20 depend directly or indirectly from claim 3, 
but otherwise correspond to claims 6-8, 12, and 14. Similarly, claims 21-26 correspond to 
claims 6-8, 12, and 14, except that these new claims ultimately depend from claim 4. 
Claims 27 and 28 are based on claim 1 1, but otherwise correspond to claims 12 and 14. 

No new matter has been added by these amendments. The Examiner is hereby requested to enter 
these amendments. 

Applicants submit that all claim amendments presented herein or previously are made solely in 
the interest of expediting allowance of the claims and should not be interpreted as acquiescence 
to any rejections or ground of unpatentability. Applicants reserve the right to file at least one 
continuing application to pursue any subject matter that is canceled or removed from prosecution 
due to the amendments. 

Information Disclosure Statement 

Applicants wish to thank the Examiner for retuming the signed and initialed copies of the 
PTO-1449 forms filed on June 25, 2002 and April 11, 2003, respectively. It is noticed that 
WO 98/02529 and WO 99/64568 are not initialed on these copies. Although these references are 
not in English, Applicants previously submitted a partial English translation for WO 99/64568 on 
June 25, 2002, with the reference itself Applicants also submitted, on April 1 1, 2003, a 
computer-generated English translation for WO 98/02529, along with a European Search Report 
(dated February 24, 2003) to explain the relevance of the reference. Copies of WO 98/02529, 
WO 99/64568, and the aforementioned translations and search report are enclosed herewith for 
the convenience of the Examiner. Applicants respectfiilly request that the Examiner consider 
these references and return to the undersigned a copy of the PTO-1449 forms in which these 
references are initialed. 
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Objection to the Specification 

The objection to the specification for containing an embedded hyperlink has been obviated by 
deleting the hyperlink at page 15, line 30. Therefore, withdrawal of this objection is respectfully 
requested. 

Rejections Under 35 U.S.C. §112, Second Paragraph 

The rejections of claims 1-14 imder 35 U.S.C. §112, second paragraph, are respectfully traversed 
for the reasons set forth below. • 

The Office Action alleges that it is not clear whether the cell of claim 1 is a product of nature. 
As amended, claim 1 is directed to a 293T cell. Since the 293T cell is an established cell line, it 
is clear that the claimed cell is not a product of nature. In addition, the cell of claim 1 contains 
an expression construct in which one or more of gag, pol, and env are expressed fi-om the EFla 
promoter. A product of nature would not contain such a man-made expression construct. 

Claim 7 stands rejected for reciting the term "bound". Since claim 7 has been amended to recite 
"linked" instead of "bound", this rejection is now moot. 

Claims 9 and 10 stand rejected for reciting "derived" from 293 and 293T cells, respectively. 
These claims have been canceled, and the rejection is now moot. 

Accordingly, withdrawal of these rejections is respectfully requested. 

Rejections Under 35 U.S.C. §112. First Paragraph 

Claim 9 stands rejected under 35 U.S.C. §1 12, first paragraph, as allegedly not being enabled. 
Specifically, the Office Action alleges that the specification does not provide a repeatable 
method for obtaining a cell used for the production of retroviruses, and the cell does not appear 
to be readily available. Claim 9 has been canceled, rendering this rejection moot. Accordingly, 
withdrawal of this rejection is respectfully requested. 
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Furthermore, to the extent that this rejection may be appHed to amended claim 1, Applicants 
submit that the specification provides a repeatable method for obtaining the cell of claim 1. 
Currently pending claim 1 is directed to a 293T cell used for the production of retroviruses, 
wherein the cell contains an expression construct comprising a DNA encoding one or more 
retroviral structural proteins operably linked downstream of an EFla promoter, wherein the one 
or more retroviral structural proteins are selected from the group consisting of gag, pol, and env. 
The 293T cell, as well as its parent cell line 293, is readily available. For example, the cells can 
be purchased from the American Type Culture Collection (ATCC), as shown by the ATCC 
catalog (copies of the relevant pages from the ATCC catalog are enclosed herewith). The EFla 
promoter, sequences encoding gag, pol, and env, methods of constructing expression constructs, 
and methods of introducing expression constructs are all disclosed in the present application or 
known in the art. Therefore, a person of ordinary skills can prepare the claimed cell according to 
teachings of the specification without undue experimentation. Thus, claim 1 is enabled. 

Rejection Under 35 U.S.C. S103 

The rejection of claims 1-14 under 35 U.S.C. §103 (a) in view of Klatzmann et al. 
(WO 98/02529, equivalent to U.S. Patent Application Publication No. 2002/0123146 Al) and 
Hobbs et al. (Biochem. Biophys. Res. Comm. 252:368-372, 1998) is respectfully traversed for 
the reasons set forth below. In particular. Applicants submit that there is no motivation to 
combine the cited references to arrive at the claimed invention. Furthermore, the claimed 
invention possesses unexpected properties. 

A. Lack of motivation 

To properly issue a rejection under 35 U.S.C. §103, the USPTO bears the initial burden of 
establishing a prima facie case of obviousness by meeting certain criteria. One of these criteria 
is the requirement that there be some suggestion or motivation, either in the references 
themselves or in the knowledge generally available to one of ordinary skill in the art, to modify 
the reference or to combine reference teachings to arrive at the claimed invention. In re Vaeck, 
20 USPQ 2d 1438 (Fed. Cir. 1991). As discussed in detail below, the present rejection does not 
adequately establish that the requisite motivation is present. 
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Claim 1, as amended, is directed to a 293T cell used for the production of retroviruses, wherein 
the cell contains an expression construct comprising a DNA encoding a retroviral structural 
protein operably linked doAvnstream of an EFla promoter, wherein the retroviral structural 
protein is selected from the group consisting of gag, pol, and env. Klatzmann et al. teach 
so-called packaging cells that can be used to produce defective viruses carrying a transgene, 
including packaging cells that express the gag, pol or env gene. The Examiner correctly notes 
that the reference does not teach use of the EFla promoter, nor use of 293T cells. Hobbs et al. 
teach a bicistronic vector that employs the human EFla promoter in 293T cells. The Office 
Action thus alleges that one of ordinary skill in the art would have been motivated to use the 
promoter of Hobbs et al. in the method of Klatzmann et al, because (according to the Office 
Action at page 5), "Klatzmann et al. teach that any strong promoter can be used." Applicants 
disagree that such a motivation is present. 

First, Klatzmann et al. do not say that "any strong promoter can be used." A careful reading of 
the text shows that the reference actually teaches that the promoter driving expression of the env 
gene in particular "may be a strong promoter such as the cytomegalovirus (CMV) promoter. . ..It 
may also be an inducible promoter." (paragraphs 54-55) Two examples of inducible promoters 
are given, but the sole example of a "strong promoter" in this passage is the CMV promoter. 
Thus, Klatzmann et al. essentially teach expression of the env gene from either of two possible 
genuses of promoters, a "strong promoter" or an "inducible promoter." Hobbs et al. teach use of 
a specific promoter, EFla, that can be characterized as a "strong promoter": i.e., Hobbs et al. 
teach a species of one of the genuses. Hobbs et al. disclose nothing at all about env or any other 
viral protein, and disclose nothing about packaging cells or retroviruses. 

The issue is whether one of ordinary skill in the art would have been motivated to select the 
. promoter of Hobbs et al., the EFla promoter, from the entire genuses of strong promoters and 
inducible promoters. Pursuant to MPEP 2144.08, the following factors should be analyzed to 
resolve this issue: 

(a) the size of the genus; 

(b) the express teachings; 
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(c) Structural similarity with preferred embodiments; 

(d) similar properties or uses of structurally similar species; 

(e) predictability of the technology; and 

(f) any other teaching to support the selection of the species. 

We address these in order below. 

(a) Here, the size of the genus is large, because there are many strong promoters and inducible 
promoters known in the art. 

(b) (i) The "express teachings" of Klatzmann et al. amount to a suggestion to express the env 
protein from either a strong promoter such as the CMV promoter, or an inducible promoter such 
as tetracycline-inducible promoters or RAR-P; the CMV promoter is illustrated in Fig. lb. 
Furthermore, as discussed in more detail below, Klatzmann et al.'s "express teachings" with 
respect to the gag and pol genes direct the reader specifically to us? of an LTR as the promoter. 
The "strong promoter/inducible promoter" language of paragraphs 54-55 appUes solely to the 
env gene. 

(b) (ii) The "express teachings" of Hobbs et al. concern use of the EFIa promoter for stable 
expression of recombinant protein in mammalian cells, for use in overproducing protein "in 
quantities appropriate for structure and function analysis." There is no express teaching in 
Hobbs et al. relating to expression of env (or gag or pol, for that matter), nor any conception 
whatsoever that 293T cells expressing env fi-om the EFla promoter could be used as a packaging 
cell line. 

(c) and (d) The preferred embodiment of the genus of "strong promoters" taught by Klatzmann 
et al. is the CMV promoter (paragraph 54), while the preferred embodiments of the genus of 
"inducible promoters" are tetracycline-inducible promoters and the RAR-P promoter 
(paragraph 56). This reference also discloses, as a preferred embodiment for expression of the 
gag and pol genes, an LTR promoter. The Office Action provides no basis for concluding that 
there are any structural similarities whatsoever between any of these preferred embodiments and 
the EFla promoter required by all of the claims. 
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(e) The Office action does not provide any reason to expect that the technology of expressing 
the env gene is so predictable that one could assume the EFla promoter linked to DNA encoding 
env in a 293T cell would produce a useful virus packaging cell. As discussed in the present 
specification, prior art methods generated cell lines with stability and infection efficiency issues. 

(f) Applicants can see nothing whatsoever in Klatzmann et al. to support the selection of the 
promoter of Hobbs et al. in the packaging cell of Klatzmann et al. 

Therefore, one of ordinary skill in the art would not have been motivated to select the EFla 
promoter (as required by all of the claims) fi"om the entire genus of strong promoters known in 
the art. 

Furthermore, the only context in which the so-called "strong promoter" is mentioned is with 
respect to the env gene. Expression of the gag/pol genes is discussed elsewhere in Klatzmann et 
al., where it is taught that an LTR "characterized by good transcription activity" should be used 
to drive expression, (paragraph 43) Apparently Klatzmann et al. prefer the LTR (as opposed to 
some other type of promoter) for this purpose because it preserves a structure that has been 
optimized for production of gag/pol proteins: "These processes are optimised in the Maloney 
type retroviral particle and constructions intended to make the packaging cell of the invention do 
not affect the gag/pol LTR structure with the exception of the ^ deletion. The choice of gag/vol 
(sic, pol) genes and of the LTRs depends on the aim to be achieved, which is to produce a large 
amount of defective recombinant viral particles, and as a resuh the largest possible expression of 
gag/pol genes is sought." (paragraph 41) Klatzmann et al. give no hint that "the largest possible 
expression of gag/pol genes" can be achieved with any promoter other than an LTR; in fact, they 
imply otherwise. Hobbs et al. do not address gag and pol at all, so do not contradict this teaching 
of Klatzmann et al. regarding the importance of the LTR with respect to these genes. Thus, these 
references, even in combination, provide no motivation to seek a promoter other than an LTR for 
use with the gag/pol genes. Applicants note that claims 3, 4, 11, and all claims dependent 
thereon require that the expression construct comprise DNA encoding gag and pol, each operably 
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linked to an EF la promoter. Because there is no suggestion in the cited art to make such a 
construct, the rejection of these claims is unwarranted. 

B. Unexpected properties 
The claimed invention possesses unexpected and superior properties as described below. 

The present inventors compared the activities of a number of strong promoters in 293T cells, 
including the SV40 promoter, SRa promoter, EFla promoter, TK promoter, and MuLV LTR 
(page 2, Unes 12-17). The results indicate that the EFla promoter was surprisingly strong. For 
example, the activity of the EFla promoter was approximately 100-fold higher than that of the 
LTR, and tens of times higher than the other promoters (page 9, line 35 to page 10, line 3). This 
unexpected high activity could not have been predicted from the cited references or knowledge 
in the art. Based on these results, the EFla promoter was selected to prepare packaging cells. 

As described in Example 8 (pages 14-15) of the specification, the PLAT-E packaging cells 
prepared according to the present invention produced retrovirus with an infection efficiency of 
90% even after two months of passage; in contrast, prior art packaging cells (BOSC23) had 
dropped down to an infection efficiency of only 23% after two months. Example 10 compares 
PLAT-E cells to BOSC23 and another prior art packaging cell line, Phoenix-E, showing that the 
PLAT-E cells of the invention produced higher levels of gag-pol RNA, env mRNA, env protein, 
and reverse transcriptase activity than did the prior art cell lines. Therefore, the packaging cells 
of the present invention have unexpected high productivity and long-term stability. This could 
not have been predicted based on the cited prior art. 



Since there is no motivation to combine the cited references to arrive at the claimed invention, 
and since the claimed invention possesses unexpected properties, the claimed invention is not 
obvious. Accordingly, withdrawal of this rejection is respectfiiUy requested. 
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Conclusions 

For the reasons set forth above, Applicants submit that the claims of this application are 
patentable. Reconsideration and withdrawal of the Examiner's objections and rejections are 
hereby requested. Allowance of the claims under examination in this application is earnestly 
solicited. 



In the event that a telephone conversation could expedite the prosecution of this application, the 
Examiner is requested to call the undersigned at (617) 542-5070 or the undersigned's associate, 
Ping Hwung, at (650) 839-5044. 

Enclosed is a $72.00 check for excess fees and a $950.00 check for the Petition for Extension of 
Time fee. Please apply any other charges or credits to deposit account 06-1050. 

Respectfully submitted, 



Date: ^eo^i 



Fish & Richardson P.C. 
225 Franklin Street 
Boston, MA 02110-2804 
Telephone: (617)542-5070 
Facsimile: (617)542-8906 
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ATCC 

The Global Bioresource Center 



Your Discoveries . . y^ 
Begin with US* 



Search: | — Choose Op 
I Home 1 1 Ordering Info || Quick Order || Cart || Tech Support 



Search 



Before submitting an order you will be asked to read and accept the terms and conditions of ATCC's 
Material Transfer Agreement or, in certain cases, an MTA specified by the depositing institution. 

Customers in Europe, Australia, Japan, Korea, New Zealand and Taiwan must contact a local distributor for 
pricing information and to place an order for ATCC cultures and products. 



Cell Lines 




Price: 



$179.00 



Designation: 293 

2 



Biosafety 
Level : 



Medium & 
Serum: 

Organism: 



S ee Pro pag atio n 
Homo sapiens (human) 



Depositors: FL Graham 
Sliipped: frozen 



Growtii 

Properties: adherent 
Morphology: epithelial 



Tissue: 

Permits/ Forms: 



kidney; transformed with adenovirus 5 DNA 

In addition to the MTA mentioned above, other ATCC and/or regulatory permits may 
be required for the transfer of this ATCC material. Anyone purchasing ATCC material 
is ultimately responsible for obtaining the permits. Please click here for information 
regarding the specific requirements for shipment to your location. 

Related Cell Culture Products 



Comments: 



Although an eariier report suggested that the cells contained Adenovirus 5 DNA from both 
the right and left ends of the viral genome [RF32764], it is now clear that only left end 
sequences are present. [ 39 768] 
The line is excellent for titrating human adenoviruses. 

The cell line does not adhere to the substrate when left at room temperature for any 

length of time, therefore, live cultures may be received with the cells detached. 

The cells will re-attach to the flask over a period of several days In culture at 37C. 

The cells express an unusual cell surface receptor for vitronectin composed of the Integrin 

beta-1 subunit and the vitronectin receptor alpha-v subunit. [234Q6J 

The Ad5 insert was cloned and sequenced, and it was determined that a colinear seqment 

from nts 1 to 4344 is integrated into chromosome 19 (19ql3.2). [ 39 7 6 8] 

These cells are distributed for research purposes only. 293 cells, their products, or their 

derivatives may not be distributed to third parties. 



Receptors: 



vitronectin, expressed 



http://www:atcc.org/SearchCatalogs/longvlewxfm?view=ce,1067708,CRL-1573... 09/08/2004 
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Tumorigenic: 


Yes, forms tumors in nude mice 


DNA Profile 
(STR): 


Amelogenin: X 
CSFIPO: 11,12 
D13S317: 12,14 
D16S539: 9,13 
D5S818: 8,9 
D7S820: 11,12 
THOl: 7,9.3 
TPOX: 11 
vWA: 16,19 


Cytogenetic 
Analysis: 


This is a hypotrlplold human cell line. The modal chromosome number was 64, occurring 
in 30% of cells. The rate of cells with higher ploidies was 4.2 %. The der(l)t(l; 15) 
(q42;ql3), der(19)t(3; 19) (ql2;ql3), der(12)t(8;12) {q22;pl3), and four other marker 
chromosomes were common to most cells. Five other markers occurred in some cells 
only. The marker der(l) and M8 (or Xq+) were often paired. There were four copies of 
N17 and N22. Noticeably in addition to three copies of X chromosomes, there were paired 
Xq+, and a single Xp+ in most cells. 


Age: 


fetus 


Propagation: 


ATCC complete growth medium: Minimum essential medium (Eagle) with 2 mM L- 
glutamine and Earle's BSS adjusted to contain 1.5 g/L sodium bicarbonate, 0.1 mM non- 
essential amino acids, and 1.0 mM sodium pyruvate, 90%; heat-inactivated horse serum, 
10% 

Temperature: 37.0 C 


Subculturing: 


Protocol: 

1. Remove and discard culture medium. 

2. Briefly rinse the cell layer with 0.25% (w/v) Trypsin- 0.53 mM EDTA solution to 
remove all traces of serum that contains trypsin inhibitor. 

3. Add 2.0 to 3.0 ml of Trypsin-EDTA solution to flask and observe cells under an 
inverted microscope until cell layer is dispersed (usually within 5 to 15 minutes). 
Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or shaking the flask 
while waiting for the cells to detach. Cells that are difficult to detach may be 
placed at 37!j!^| to facilitate dispersal. 

4. Add 6.0 to 8.0 ml of complete growth medium and aspirate cells by gently 
pipetting. 

5. 

Subcultlvation Ratio: A subcultivation ratio of 1:2 to 1:4 is recommended 
Medium Renewal: Every 2 to 3 days 


Freeze 
Medium: 


Complete growth medium 95%; DMSO, 5% 
Storage temperature: liquid nitrogen vapor phase 


Related 
Products: 


Recommended medium (without the additional supplements or serum described under 

ATCC Medium) - ATCC 30-2003 

derivative - ATCC CRL-10852 

derivative - ATCC CRL- 12006 

derivative - ATCC CRL- 12007 

derivative - ATCC CRL-12013 

derivative - ATCC CRL-12479 

derivative - ATCC CRL-2029 

derivative - ATCC CRL-2368 

purified DNA - ATCC CRL-1573D 
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Before submitting an order you will be asked to read and accept the ternns and conditions of ATCC's 
Material Transfer Agreement or, in certain cases, an MTA specified by the depositing institution. 

Customers in Europe, Australia, Japan, Korea, New Zealand and Taiwan must contact a local distributor for 
pricing information and to place an order for ATCC cultures and products. 



Cell Lines 



ATCC Number: 



Designation: 



Biosafetv 
Level : 




Price: 



$179.00 



293T/17 
2 

See Propagation 
Homo sapiens (human) 



Depositors: Rockefeller Univ. 
Sliipped: frozen 



Growth 
Properties: 



adherent 



Morphology: epithelial 



Medium & 
Serum: 

Organism: 

Tissue: kidney 

Permits/ Forms: In addition to the MTA mentioned above, other ATCC and/or regulatory permits may 
be required for the transfer of this ATCC material. Anyone purchasing ATCC material 
is ultimately responsible for obtaining the permits. Please click here for information 
regarding the specific requirements for shipment to your location. 

This material is cited in a U.S. and/or other Patent or Patent Application, and may not be used to 
infringe on the patent claims. 

Related Cell Culture Products 



Comments: 



The 293T/17 cell line is a derivative of the 293T {293tsA1609neo) cell line. 293T is a 
highly transfectable derivative of the 293 cell line into which the temperature sensitive 
gene for SV40 T-antigen was inserted. 293T cells were cloned and the clones tested with 
the pBND and pZAP vectors to obtain a line capable of producing high titers of infectious 
retrovirus, 293T/17. These cells constitutively express the simian virus 40 (SV40) large T 
antigen, and clone 17 was selected specifically for Its high transfectablllty. 
293T/17 cells were cotransfected with the pCRIPenv- and the pCRIPgag-2 vectors to 
obtain the ANJOU 65 (see ATCC CRL-11269 ) cell line. 

ANJOU 65 cells were cotransfected with the pCRIPgag-2 and pGPT2E vectors to obtain the 
BOSC 23 (see ATCC CRL-11270 ) ecotropic envelope-expression packaging cell line. 
ANJOU 65 cells were also cotransfected with the pCRIPAMgag vector along with a plasmid 
expressing the gpt resistance gene to obtain the Bing (see ATCC CRL-11554 ) amphotropic 
envelope-expression packaging cell line. 



Antigen 
Expression: 



SV40 T antigen [454J18] 
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Age: 


fetus 


Propagation: 


ATCC complete growth medium: Dulbecco*s modified Eagle's medium with 4 mM L- 
gtutamine adjusted to contain 1.5 g/L sodium bicarbonate and 4.5 g/L glucose, 90%; 
fetal bovine serum, 10% 
Temperature: 37.0 C 


Subculturing: 


Protocol: 

1. Remove and discard culture medium. 

2. Briefly rinse the cell layer with 0.25% (w/v) Trypsin- 0.53 mM EDTA solution to 
remove all traces of serum that contains trypsin inhibitor. 

3. Add 2.0 to 3.0 ml of Trypsin-EDTA solution to flask and observe cells under an 
inverted microscope until cell layer is dispersed (usually within 5 to 15 minutes). 
Note: To avoid clumping do not agitate the cells by hitting or shaking the flask 
while waiting for the cells to detach. Cells that are difficult to detach may be 
placed at 37g| to facilitate dispersal. 

4. Add 6.0 to 8.0 ml of complete growth medium and aspirate cells by gently 
pipetting. 

5. Add appropriate aliquots of the cell suspension to new culture vessels. 

f\ TnniKafo r'lithiiroc "57421 
Q. lliLUUdLC LUlLUico dL 0/%^]. 

Subcultivation Ratio: A subcultivation ratio of 1:4 to 1:8 is recommended 
Medium Renewal: Every 2 to 3 days 


Freeze 
Medium: 


Complete growth medium supplemented with 5% (v/v) DMSO 
Storage temperature: liquid nitrogen vapor phase 


Related 
Products: 


Recommended medium (without the additional supplements or serum described under 
ATCC Medium) - ATCC 30-2002 
recommended serum - ATCC 30-2020 
derivative - ATCC CRL-11269 
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57447: Pensiero M , et al. Retroviral vectors produced by producer cell lines resistant to 
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KIT D'ENCAPSIDATION 

La presente invention conceme un precede pour 
Tetablissement de lignees cellulaires eucaryotes hautement productrices de 
5 particules retrovirales de maniere stable ou transitoire. Elle porte 
egalement sur une trousse permettant I'encapsidation retrovirale ainsi que 
sur une trousse pour retablissement d*une iignee productrice de retrovirus. 

La production de retrovirus recombinants et defectifs pour leur 
replication est une approche tres attractive dans retablissement de 
10 vecteurs pour la therapie genique. En effet, un des objectifs de cette 
approche therapeutique est la modification stable des cellules cibles. A cet 
effet, de nombreux vecteurs retroviraux ont ete developpes bases sur 
I'aptitude des virus a assurer une expression stable dans les cellules qu'ils 
infectent. Tous les systemes developpes jusqu'a present ont leurs 
15 avantages et leurs limites. II s'agit essentiellement des systemes 
retroviraux et des systemes adenoviraux. 

Les retrovirus qui presentent I'avantage d'une integration 
stable dans les cellules cibles, avantage tant pour la persistance de 
Texpression que pour la securite de rutilisation, presentent des limites et 
20 des inconvenients : 

- le titre des particules infectieuses produites par les cellules 
d'empaquetage reste limits ; 

- par ailleurs, les retrovirus n'infectent pas les cellules quiescentes, 
ce qui limite leur expression S des cellules en division. En outre, on 

25 observe une efficacitS mediocre du transfert de genes in vivo . 

Une des raisons 6voquees en est une activation rapide du 
complement du serum entramant Tinactivation des particules virales. Cet 
inconvenient peut etre surmonte par la production r§trovirale in situ par 
greffage des cellules productrices (Rollins, S.A. et a! 1996, IHuman gene 

30 Therapy 7:619-626). La generation in situ de vecteurs retroviraux a 
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egalement ete effectuee par une infection transitoire des cellules cibles 
avec des vecteurs retroviraux avec un plasmide porteur des fonctions 
retrovirales ; par exemple, P. Noguiez-Hellin et al (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 1996, 93 : 41) ont d6crit le transfert in situ de vecteurs retroviraux et 
des elements d'empaquetage par injection directe d'ADN plasmidique 
porteurs de sequences retrovirales defectives (plasmovirus). 

Les cellules cibles transfectees par le plasmovirus se 
transforment en cellules productrices de retrovirus infectieux defectifs 
apres transfection par une cassette d'expression porteuse des sequences 
absentes du vecteur retroviral. Cette approche associe la simplicite 
d'utilisation des plasmides avec j'infectlvite et I'expression a long terme des 
retrovirus tout en apportant un taux de propagation compatible avec 
rutilisation therapeutique. 

Cette approche, qui a I'avantage de permettre d'ameliorer 
I'efficacite du transfert de genes, necessite une mise au point longue et 
fastidleuse pour isoler les producteurs efficaces lorsque Ton cherche a 
optimiser un systeme de production au regard d'un transgene donne. Elle 
est done peu adaptee aux utilisations ponctuelles ou sur cellules primaires, 
en recherche comme en clinique. 

Des productions de retrovirus a haut titre peuvent etre 
obtenues a partir de lignees productrices stables (Davis J.L.. 1997, Human 
Gene Therapy 8, 1459-67, 1997). Les cellules tfempaquetage, qui 
expriment de fagon stable les proteines de structure gag-pol et env, sont 
transferees par un plasmide porteur des vecteurs genomiques et 
selectionnees pour leur capacity de production de retrovirus. Neanmoins, 
les sous-clones pr^sentent une grande variete dans les titres obtenus et 
leur selection requiert des mols de travail. Une methode alternative 
consiste a obtenir une production de particules retrovirales transitoires par 
transfection dans des cellules d'empaquetage, soit du vecteur directement, 
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soit des trois plasmides porteurs respectivement de gag-pol, env. et le 
genome viral. 

Les titres de production obtenus sont malgre tout trop falbles 
et differentes strategies ont ete developpees pour augmenter au moins 
Texpression transitoire des genes. On peut citer : LANDAU, N.R.. et al., 
1992, J. VIROL 66, 5110-5113, et SONEOKA, Y. et al, 1995. N.A.R., 23, 
628-633. 

Une nouvelle approche a ete developpee recemment visant a 
introduire un grand nombre de copies des plasmides dans les cellules 
productrices. Les auteurs utilisent une chimere du virus Semliki Forest 
(SFV) (Li et al., 1998, PNAS, 95, 3650) du virus Herpes simplex (HSV) : 
(SAVARD et al., 1997, J. VIROL 71, 4111) ou de Tadenovirus portant le 
gene gag-pol, env et/ou le vecteur. Neanmoins, la capacite a produire des 
retrovirus recombinants differe selon les systemes, selon leur toxicite 
respective vis-a-vis de la cellule productrice. 

Par ailleurs, il est bien connu que I'utilisation de vecteurs 
adenoviraux permet d'obtenir un taux eleve de transfert de genes dans 
differentes cellules cibles. Ces vecteurs sont limites par la duree de 
I'expression du transgene du fait qu'ils ne s'integrent pas dans le genome 
de la cellule cibie et done sont rapldement perdus dans les descendances 
des cellules transfectees. lis presentent en outre le risque de produire par 
recombinaison des adenovirus replicatifs. 

Feng et al (1997, Nature Biotechnology, 15: 866) ont 
r6cemment d6velopp6 un systeme de vecteur chimerique dans lequel les 
avantages des vecteurs adenoviraux et retroviraux sont combines pour 
I'obtention d'une transduction stable et d'une bonne productivity in vivo . 
Cela est realise par Tinduction de la formation de cellules productrices de 
retrovirus in situ par transfert d'un vecteur ad6no-r6troviral et des fonctions 
d'empaquetage retrovirales. 
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Cette approche visait a realiser des cellules cibles capables 
de produire des retrovirus in vivo , eux-memes capables d'infecter les 
cellules voisines. Neanmoins, aucun element quantitatif n'est donne en 
faveurd'une bonne productivity de particules retrovirales. 

La presente invention vise a fournir les outils a Thomme du 
metier qui souhaite obtenir une production rapide et a haut rendement de 
particules retrovirales porteuses d'un transgene d'interet et dans des 
conditions de securite satisfaisantes. 

La presente invention resulte du besoin des scientifiques 
d'optimiser rapidement la production des particules retrovirales porteuses 
d'un transgene, partant du fait que ['expression stable d'un transgene dans 
les cellules cibles etait de preference recherchee, expression qui passe par 
une integration dudit transgene dans la cellule hote, et done par Tutilisation 
de retrovirus recombinants, II fallait done associer differents moyens et 
proposer un protocole d'utilisation de ces moyens qui permette au 
scientifique, en recherche comme en clinique, de generer et de caracteriser 
rapidement ie systeme producteur le mieux adapte au transgene d'une 
part, et aux cellules cibles d'autre part. 

Dans Tensemble du texte qui suit, les termes utilises auront 
les definitions suivantes : 

TRANSGENE signifie toute sequence heterologue codant 
pour une proteine de structure ou une proteine enzymatique ou 
combinaison de genes dont Texpression est recherchee dans une cellule 
cible pour quelque raison que ce soit, 

VIRUS ou PARTICULE VIRALE DEFECTIVE est un virus ou 
une particule virale incapable de replication autonome. 

TRANSFERT d'une sequence d'acide nucleique porteur de 
genes recombinants dans une cellule d6signe collectivement la transfection 
de ladite cellule pr un vecteur ou plasmide contenant des gdnes 
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recombinants ou Tinfection de ladite cellule par un virus dont le g6nome 
contient ces memes genes recombinants. 

La presente invention porte sur un procede de production de 
retrovirus recombinants defectifs a haut titre par infection ou transfection in 
5 vivo de cellules cibles. par des virus ou des vecteurs viraux porteurs de 
sequences retrovirales, caracterise en ce que le ou les vecteurs viraux ou 
les virus sont d'origine adenovirale ou baculovlrale. Elle porte egalement 
sur un procede pour Tetabiissement d'une lignee cellulaire apte a produire 
des particules retrovirales a haut titre et dans des conditions de securite 
10 satisfaisante, apres infection ou transfection de ces cellules par un virus ou 
un plasmide porteur d'un vecteur retroviral desdites cellules. 

Le procede de Tinvention permet, soit d'obtenir une lignee 
exprimant le vecteur retroviral transitoirement, ou de maniere stable sous la 
forme d'un clone ou d'une population cellulaire et permettant une 
15 expression transitoire des particules retrovirales. 

L'invention porte egalement sur une lignee cellulaire 
hepatique et sur son utilisation dans le procede de invention. 

La presente invention porte egalement sur une trousse pour 
Tobtention et la production de particules retrovirales porteuses d'un 
20 transgene et comprenant au moins : 

- un adenovirus porteur des fonctions retrovirales gag-pol 
sous la forme d'une ou plusieurs ampoules permettant plusieurs 
manipulations distinctes a des concentrations variables ; 

- un adenovirus porteur d'un gene env, presente sous la 
25 meme forme ; le g§ne env peut etre d'origine diverse. II peut etre ecotrope, 

x6notrope ou amphotrope. II peut provenir par exemple du RD44 (virus de 
chat), du GaLV (virus de Gibbon) ou du VSV-G (virus de la stomatite 
vesiculaire). II peut egalement etre issu de la proteine G du virus de la 
stomatite v6siculeuse (VSV-G) et sous le controle du pn^moteur CMV. ou 
30 d'un promoteur inductlble. II peut etre issu enfin de I'enveloppe des 
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retrovirus amphotrope "10 A1" ou tout type d'enveloppes ciblantes, 
chimeriques etc. 

- un plasmide portant le vecteur retroviral, c*est-a-dire les 
sequences regulatrices contenant les LTR, la region d'encapsidation, avec 
des sites multiples de clonage pour inserer le transgene. II peut contenir de 
plus, si necessaire : 

. une origine de replication de type SV40 et un marqueur de 
selection de type neomycine, blasticydine ou autre ; 

. un plasmide controie portant le vecteur retroviral contenant 
un gene rapporteur comme le gene LacZ pour verifier ia qualite de la 
manipulation. 

Le rationnel des procedes et des kits de I'invention est le 

suivant : 

Les systemes de production classiques passent par la 
selection de lignees cellulaires exprimant de fa9on stable le vecteur et les 
fonctions d'encapsidation. Cette methode peut durer plusieurs mois, et 
necessite I'analyse de nombreux clones pour Isoler les producteurs 
efficaces. Si elle permet Tobtention de surnageants de culture infectieux a 
un titre raisonnabie (10® a 10^ particules infectieuses par ml), elle restreint 
neanmoins Tetablissement de producteurs aux Iign6es cellulaires 
transformees. Elle est done peu adaptee aux utilisations ponctuelles ou sur 
des cellules primaires que ce soit en recherche ou en clinique. 

Un autre systeme de production utilise est la production en 
transitoire, qui est plus souple et plus rapide, en permettant d§s le 
lendemain de la transfection des cellules cibles avec les plasmides portant 
tes fonctions d'encapsidation et le vecteur, de recueillir un sumageant. 
Mais cette approche permet d'atteindre des titres seulement de I'ordre de 
10^ a 10^ particules infectieuses par ml, exceptionnellement 10^. 

Les inventeurs ont done cherche a foumir un systeme 
permettant. d'une part de s6lectionner rapidement une lignee cellulaire 
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bonne productrice et, d'autre part, de produire des particules r6trovirales 
defectives a haut titre porteuses du transgene et sans emergence de virus 
connpetent pour la replication, et ce : 

- soit en travaillant a partir d'une population cellulaire ou un 
5 clone exprimant le vecteur retroviral en transitoire ; 

- soit une population cellulaire ou un clone rexprimant de 

fagon stable. 

Le vecteur retroviral, porteur du transgene, des regions 

regulatrices du retrovirus et des fonctions d'encapsidation, peut etre 
10 introduit, soit par transfection des cellules par un plasmide porteur du 

vecteur, soit par infection par des particules retrovirales dont le genome est 

porteur des sequences equivaientes. 

L'expression transitoire est obtenue quasiment 

immediatement apres transfection du plasmide porteur du vecteur alors 
15 que {'expression stable est obtenue apres deux semaines au moins de 

culture en milieu selectif apres transfection du plasmide porteur du vecteur 

ou apres infection simple. 

La production de particules retrovirales par ces cellules ainsi 

transfectees ou infectees est realisee en apportant les fonctions 
20 d'encapsidation retrovirale au moyen d'un virus recombinant non retroviral. 

A titre d'exemple de virus particulierement appropries a la mise en oeuvre 

du procede de Tinvention, on peut citer les baculovirus ou les adenovirus. 

L'infection, bien plus performante que la transfection, permet de toucher 

Tensemble des cellules avec un nombre §lev§ de copies introduites. Ce 
25 dernier point a et6 jusqu'a present suspecte etre un facteur limitant dans 

les systemes de production transitoire. 

Pour des questions de s6curit6. un mode de realisation 

pr6fere est de placer les fonctions d'encapsidation retrovirale gal-pol et env 

sur deux virus distincts. De la mSme fagon, pour augmenter encore la 
30 securite du systeme, il est preferable de limiter les risques de 
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recombinaison entre la fin de pol et le debut de env (regions 
chevauchantes chez Moloney-Murine Leukemia virus (MoMLV) avec 
emergence de virus "helper**, les unites gag-pol, d'une part, et env, d'autre 
part proviennent de virus differents. A titre d'exemple, gag-pol peut etre 
5 issu de MoMLV alors que env peut provenir du virus de Gibbon (GaLV) ou 
du virus de chat (RD 114). Malgre une faible homologie de sequence, les 
virus chimeriques associant gag-pol, d*une part, et env, d'autre part, 
d'origines differentes restent parfaitement infectieux. 

Description d6taiH6e de Tinvention : 
10 L'invention porte sur un procede de production de retrovirus 

recombinants porteurs de genes d'interet a un titre egal ou superieur a 
10® Ul/ml, comprenant : 

(a) selection d'une lignee cellulaire eucaryote susceptible a 
rinfection virale, 

15 (b) transfection par un vecteur porteur d'un gene d'interet 

sous le controle de sequences regulatrices retrovirales et porteur de la 
sequence d'encapsidation, et depourvue des genes de structure du 
retrovirus, ou infection par une particule retrovirale dont le genome est 
porteur des memes sequences que ledit vecteur, 

20 (c) infection de ladite lignee par au moins un virus 

recombinant depourvu de sequence psi et apportant les sequences 
retrovirales gag-pol et env, gag-pol et env 6tant de pr6ference issues de 
retrovirus differents, ou transfection par au moins un vecteur adenoviral 
porteur des memes sequences. 

25 (d) la culture de ces cellules dans un milieu approprie a la 

recolte des particules retrovirales porteuses du transg^ne. 

Dans ce procede, le ou les vecteurs viraux ou les virus sont 
de preference d*origine ad^novirale ou baculovirale. 

Dans la presente invention, gag-pol peut notamment §tre issu 

30 d'un lentivirus tel que le SIV (virus simien de Timmunodeficience). 
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Les sequences regulatrices et les sequences d'encapsidation 
retrovirales du plasmide ou dans le virus decrit en b) sont de preference 
issues de retrovirus murins, et de lentivirus caprins, felins ou primates. 

Le principe de base de invention est la constitution de 
vecteurs adenoviraux porteurs des sequences codant pour les fonctions 
retrovirales. Dans Tensemble du texte, il est bien entendu que, a chaque 
fois qu'il sera question d*adenovirus, de vecteur adenoviral, il pourra etre 
entendu de la meme fagon les equivalents fonctionnels de ces virus ou de 
ces vecteurs. Plus particulierement, le baculovirus ou les vecteurs 
baculoviraux pourront etre utilises de la meme fagon que les adenovirus. 

Uensemble des fonctions retrovirales, associe a un 
transgene, est transfere dans la cellule cible, simultanement ou 
s§quentiellement, en utilisant les systemes de transfection ou d'infection 
des vecteurs adenoviraux ou des adenovirus. 

Les genes accessoires des retrovirus, a savoir tat, rev. vif. 
vpr, vpt peuvent etre inclus ou exclus de ia construction chimerique. 
L'exclusion ajoute ^ la securite virale du systeme. 

Les fonctions virales d'encapsidation gag-pol et env. peuvent 
etre port6es par un seul vecteur adenoviral. 

Cela presente neanmoins I'inconvenient de diminuer la 
flexibilite du kit. En effet. si env est porte par un vecteur separe, il est 
possible de faire varier la nature du retrovirus produit par les cellules en 
faisant varier Torigine du gene env introduit. ce qui n*est pas le cas quand 
les differentes fonctions sont portees par le meme vecteur. 

Aussi, un mode de realisation pr^fSre est-il de faire porter les 
elements retroviraux par trois vecteurs viraux distincts : 

- le premier porteur des sequences regulatrices incluant le 
LTR. les sequences d'encapsidation T ou un equivalent fonctionnel, et le 
transgene introduit de maniere appropriee au niveau des sites de 
restriction prevus d cet effet ; 
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- un vecteur viral porteur du gene gag-pol et un vecteur viral 
porteur du gene env. 

Par vecteur viral, on entend de preference un vecteur 
adenoviral ou un vecteur baculoviral, dont les structures et les 
performances sont bien documentees. Neanmoins, tout autre virus non 
integratif doit etre considere comme un equivalent fonctionnel d'un tel virus. 
L'homme du metier comprendra que tout virus capable dinfecter une 
cellule cible avec une multiplicite d'infections faible et capable d'exprimer 
les fonctions portees par son genome dans ladite cellule cible doit etre 
considere comme equivalent fonctionnel de I'adenovirus. Aussi, dans le 
texte ci-apres, on parlera de preference de vecteur adenoviral, ou 
d'adenovirus. 

Dans I'ensemble du texte, et afin d'alleger ce demier, il est 
entendu que quand 11 sera question de vecteur adenoviral, il faudra 
comprendre tant le vecteur lui-meme administrable par transfection a la 
cellule cible que le virus contenant un genome porteur des memes 
sequences administrable par infection de la cellule cible. 

De la meme fagon, par vecteur retroviral susceptible de 
transfecter la cellule cible. il faudra entendre tant le vecteur administrable 
par trainsfection que la particule virale dont le genome porte les memes 
sequences que le vecteur en question. 

Dans le procede ci-dessus, les etapes b) et c) peuvent gtre 
simultanees ou successives. 

En effet, si Ton cherche a avoir un systeme de production de 
particules retrovirales transitoire, les trois vecteurs peuvent etre transf6res 
simultanement (ou les trois virus infecter les cellules simultanement). Si le 
litre obtenu est plus faible que celui obtenu apres une expression stable, 
I'avantage est que la r6ponse sur le choix de la cellule cible est quasi- 
instantanSe. 
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On peut egalement mettre au point un systeme d'expression 
stable par, dans un premier temps, transfection ou infection par le vecteur 
porteur du vecteur retroviral (etape (b)), puis, apres une quinzaine de jours, 
apres integration stable dans le genome dudit vecteur, la cellule cible peut 
5 etre infectee ou transfectee par les adenovirus ou les vecteurs adenoviraux 
porteurs des genes de structure du retrovirus (etape (c)). Les etapes (b) et 
(c) du procede sont alors successives. 

Dans le procede de Tinvention, les genes gag-pol et env sont 
sous le controle de promoteurs susceptibles d'etre actives dans la cellule 
10 cible. On pourra choisir par exemple le promoteur du CMV pour gag-pol, le 
promoteur EF1a pour env. L'homme du metier pourra selectionner tout 
promoteur connu pour son efficacite dans la transcription des sequences 
qu'il controle. 

Le transgene quant a iui sera sous le controle de sequences 
15 regulatrices retrovirales contenant les LTR, ou sous le controle d'un 
promoteur interne de type P.GK (Phospho glycerate kinase). 

L'invention porte egalement sur un procede pour etablir une 
lignee cellulaire eucaryote apte a produire des particules retrovirales a un 
litre superieur a 10® Ul par ml et comprenant les etapes de : 
20 (a) selection d'une lignee cellulaire eucaryote susceptible a 

rinfection virale ; 

(b) transfection par un vecteur retroviral porteur d'un 
transgene sous le controle de sequences regulatrices retrovirales et 
porteur de la sequence d'encapsidation. et d6pourvue des genes de 

25 structure du retrovirus, ou infection par une particule rStrovirale dont le 
genome est porteur des sequences equivalentes ; 

(c) infection de ladite lignee par au moins un virus 
recombinant depourvu de sequence d'encapsidation et porteur de 
sequences retrovirales gag-pol et env. gag-pol et env 6tant de preference 
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issues de retrovirus differents, ou transfection par au moins un vecteur 
adenoviral porteur des memes sequences ; 

(d) criblage des lignees productrices au titre recherche, sur 
la base du titre en retrovirus obtenu dans le surnageant cellulaire. 

Dans ce cas, le transgene present dans le vecteur retroviral 
sera de preference un gene rapporteur permettant de selectionner et de 
mesurer rapidement les lignees cellulaires produlsant les retrovirus au titre 
souhaite. 

Connme pour le precede de production decrit ci-dessus, les 
etapes b) et c) peuvent etre simultanees ou successives selon que le 
procede utilise une expression transitoire ou une expression stable du 
vecteur retroviral dans les cellules cibles. Pour le criblage des lignees 
productrices. une expression transitoire sera recherchee. 

De la meme fagon, afin d'eviter toute recombinaison 
homologue, les sequences port6es par les adenovirus gag-pol, d'une part, 
et env, d'autre part, sont portees par deux adenovirus distincts et sont de 
preference d'origine r^trovirale differente. Pour mettre en oeuvre le 
procede de I'invention, I'etape prealable etait ia constitution et 
caracterisation fonctionnelie des adenovirus porteurs de gag-pol, d'une 
part, et des adenovirus porteurs de env. d*autre part. La methodologie 
d'obtention de ces virus ou de ces vecteurs adenoviraux est exposee ci- 
apres dans les exemples. Des adenovirus recombinants particulierement 
avantageux selon Tinvention sont ceux dans lesquels gag-pol est issu du 
MoMLV et env est issu du retrovirus GaLV (Gibbon Ape Lekemla virus). Le 
gene env du virus de chat RD114 est egalement un bon candidat pour 
obtenir une reconstitution virale a haut titre et sans generation de virus 
"helper". 

Un adenovirus ou vecteur adenoviral porteur de sequences 
retrovirales sont appeles adeno-retrovirus ou vecteur adenor^troviraL 
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Les adeno-retrovirus recombinants utilisables dans les 
precedes de Tinvention seront toujours selectionnes par : 

- la titration des sumageants retroviraux obtenus apres 
infection des cellules productrices, et son optimisation en fonction de la 
multiplicite d'infections adenovirales ; 

- ['absence de retrovirus "helper" dans le sumageant de 

production. 

Toute combinaison gag-pol et env. sur un ou deux vecteurs 
adenoviraux, quelle que soit I'origine des genes retroviraux, qu'il y ait 
presence ou non d'une origine de replication du SV 40 ou d'un site de 
polyadenylation ou de tout autre site utilise de fa?on classique pour 
ameliorer les performances des vecteurs ou des virus recombinants seront 
toujours cribles au vu des deux parametres ci-dessus : titre et/ou absence 
de retrovirus helper. 

Dans les proc6des de I'invention, toutes les cellules 
susceptibles a rinfection virale ou a la transfection peuvent etre des bons 
candidats pour utiliser le precede de production ou de criblage. 
Neanmoins, les capacites de production des cellules presentent une 
grande variabilite sans que I'origine de cette variabilite puisse etre 
determinee. Les cellules HeLA (ATCC n° CCL-2) et surtout les cellules 
hepatiques, dont un exemple est donne par les lignees d'hepato-carcinome 
HuH7 (NAKABAYASHI. H. et al.. 1982, Cancer Research 42, 3858-3863) 
apparaissent etre des producteurs particulierement efficaces ; on peut 
egalement citer la lignee Ht 1080 CRL-8805 ; en revanche, un tres faible 
transfert de genes a 6t6 d6tect6 en utilisant les cellules A549 (ATCC 
CCL-185.1). 

Uinvention porte egalement sur les lignees cellulaires 
h6patiques transfect6es ou transformees par un vecteur retroviral porteur 
des fonctions d'encapsidation et depourvu des gdnes de structures 
retroviraux. Ledit vecteur peut etre porteur d'un transgene dont rexpression 
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est recherchee dans une cellule cible. le transgene etant soit un gene 
dMnteret pour ia therapie genique, soit un gene rapporteur pour des etudes, 
ou optimisation d'un procede. 

Dans le choix des cellules cibles, certaines lignees 
5 hepatiques apparaissent comme partlculierement performantes. II s'agit 
des lignees HuH7 et Ht 1080 citees plus haut ou les lignees Hep 3B ou 
HEP G2, et dans lesquelles les vecteurs recombinants ont ete transferes. 

De maniere plus generate, les lignees embryonnaires sont de 
bons candidats dans les procedes et kits selon I'invention. 
10 ^utilisation de la iignee HuH7 dans les deux procedes decrits 

ci-dessus fait egalement partie de Tinvention. 

L'invention porte egalement sur une trousse pour la 
production de particules retrovirales porteuses d*un transgene et 
comprenant au moins : 
15 (a) un recipient contenant un adenovirus ou un plasmide 

adenoviral porteur d'un gene gag-pol ; 

(b) un ou plusieurs recipients contenant un adenovirus ou 
un plasmide adenoviral porteur d'un gene env ; 

(c) un ou plusieurs recipients contenant un plasmide 
20 porteur d'un vecteur retroviral, ou contenant un retrovirus defectif ou un 

virus non retroviral contenant au moins la sequence d'encapsidation. les 
sequences regulatrices, et des sites multiples de restriction permettant 
rinsertion d'un transgene ; 

(d) le cas echeant, un recipient contenant un plasmide 
25 controle porteur d'un vecteur retroviral, contenant au moins un gene 

rapporteur. 

Dans la trousse selon invention les virus ou les plasmides en 
a), b). c) ou d) ci-dessus sont de preference sous forme congelee mais 
peuvent Egalement §tre sous forme lyophilisee. 
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La trousse etant destinee a mettre en oeuvre le procede 
decrit ci-dessus, les differentes possibilrtes de construction decrites plus 
haut sont bien sur les modes pr6f6res des piasmides ou des virus presents 
dans la trousse de Tinvention, a savoir que gag-pol, d'une part, et env. 
5 d'autre part, sont issus de retrovirus differents. Par exennple, gag-pol est 
issu de MoMLV et sous le controle du promoteur cytomegalovirus alors que 
env est issu de GaLV et est sous le controle du promoteur de EF1a. Les 
sequences regulatrices et les sequences d'encapsidation retrovirales du 
plasmide ou dans le virus decrit en c) sont de preference issues de 
10 retrovirus murins, et de lentivirus caprins, feiins ou primates, 

Enfin, le plasmide en c) porteur du vecteur retroviral contient 
de preference un marqueur de selection. 

Une trousse simiiaire pour I'etablissement d'une lignee 
productrice de particules retrovirales fait egalement partie de Tinvention. 
15 Elle comprend au moins : 

(a) un recipient contenant un adenovirus ou un plasmide 
adenoviral porteur d'un gene gag-pol ; 

(b) un ou plusieurs recipients contenant un adenovirus ou 
un plasmide adenoviral porteur d'un gene env ; 

20 (c) un ou plusieurs recipients contenant un plasmide 

porteur d'un vecteur retroviral, ou contenant un retrovirus defectif ou un 
virus non retroviral contenant au moins la sequence d'encapsidation, les 
sequences regulatrices, et un gene rapporteur. 

La souplesse d'utilisation des kits selon invention resulte 

25 entre autres du choix des cellules productrices. Toutes les cellules 
susceptibles a la transfection par les piasmides ou rinfectlon par les virus 
et plus particulierement par les adenovirus et par les bacuiovirus peuvent 
etre utilisees. 
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Plusieurs versions du kit peuvent etre disponibles selon le 
choix de Tenveloppe retrovirale choisie par Tutilisateur : 

II pourra s'agir d'un kit amphotrope lorsque Padenovirus env 
correspondra a une enveloppe de Tamphotrope. II peut egaiement s'agir 
d'un kit GaLV lorsque I'adenovirus env codera pour I'enveioppe du 
retrovirus de Gibbon. II en est de meme pour I'enveioppe RD 114. ECO, 
XENO ainsi que I'adenovirus codant pour I'enveioppe VSV-G. 

Plusieurs conditionnements peuvent etre proposes en 
fonction de la quantite des sumageants souhaitee : 

- un kit mini comprenant 1 a 5 lO^pfu pour chaque 
adenovirus et permettant I'obtention de 50 ml de surnageants infectieux ; 

- un kit "maxi" contenant 1 a 5 10^°pfu pour chaque 
adenovirus et permettant I'obtention de 500 ml de surnageants infectieux ; 

- un kit "mega" contenant 5 a 10 10^^ pfu pour chaque 
adenovirus et permettant I'obtention de 2 I de surnageants infectieux. 

L'utilisation des kits selon I'invention peut se faire de plusieurs 

manieres : 

1) II peut permettre de creer une population de cellules 
exprimant en stable le vecteur retroviral porteur du transgene. Le plasmide 
est alors transfecte de preference avec un marqueur de selection de type 
neomycine ou blasticydine. Au bout de deux semaines de culture en 
presence de la drogue, la population est constitute. Si le transgene code 
pour une proteine visualisable en cytometrie de flux, elle peut etre triee 
plus avant. 

Apres quoi, la lignee exprimant de fagon stable le vecteur 
r6troviral sera infectte par les adenovirus d'encapsldation gag-pol. d'une 
part, et env, d*autre part, contenus dans les recipients en a) et b) ci-dessus. 
Le lendemain, le milieu de culture est change. II est recueilli, filtre et pr§t a 
etre utilise le jour d'apres et tous les jours pendant quatre jours. 
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2) Le vecteur retroviral est transfecte dans les cellules 
choisies au moment de la co-infection avec les adenovirus d'encapsidation. 
Le milieu de culture est change le lendemain et le sumageant est recueilli 
24 heures apres. Les cellules cibles qui presentent alors une expression 
5 transitoire permettent neanmoins tres rapidement de connaTtre les 
capacites de production de ces cellules. 

Les precedes et les kits de invention sont avantageusement 
utilises dans les cas suivants : 

(a) production de vecteurs en temps limite et a faible cout : 
10 la flexibilite du kit et la rapidite d'obtention des resultats en fait un outil de 

choix pour les scientifiques cherchant a produire des retrovirus 
recombinants ; 

(b) application au transfert de genes ex vivo , par exemple 
dans des cellules hematopo'ietiques. Les cellules souches 

15 hematopoYetiques du sang peripherlque sont consider6es comme des 
cibles importantes pour les approches de therapie genique liees au 
traitement des desordres hematologiques, incluant les maladies 
hereditaires. En particulier, cette approche est largement utilisee avec 
I'objectif de traiter par therapie genique les tumeurs ou les cancers, apres 

20 la mobilisation du systeme avec le GCSF. L'application du kit selon 
rinvention au transfert de genes dans les cellules souches 
hematopoYetiques de type CD34+ peut permettre de combiner les 
avantages de deux systemes de co-culture : 

- cetui des cellules souches CD34+ sur un tapis de cellules 
25 stromales recreant un micro-environnement medulaire producteur de 

cytokines (Nolta. Chi.A. et al, Blood 86:101-1 10, 1995) ; 

- co-culture des cellules souches hematopoi6tiques avec des 
cellules productrices de retrovirus rdalisee selon le proced^ de rinvention 
et favorisant la transduction par contact direct cellule-cellule (Germeraad 

30 W.T., et al, Blood, 84:780-788, 1 994). 
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En pratique, un stroma humain primaire sera cultive in vitro en 
respectant sa capacite a soutenir rhematopoTese. II sera ensuite infecte 
avec les adenovirus portant les fonctions d'encapsidation et le vecteur pour 
le rendre producteur de particules retrovirales infectieuses. La transduction 
5 des CD34+ sera alors r6alis6e par co-culture des cellules souches sur le 
tapis stromal g6n6tiquement modifie, en {'absence de cytokines exogenes. 

Les materiels et methodes, protocoles et exemples ci-apres 
pourront, sans etre limitatifs, montrer la performance des precedes de 
rinvention et des kits pour la selection de cellules hautement productrices 
10 de retrovirus recombinants. 

Leqendes des figures 

La Figure 1 represente le vecteur MoMLV gag-pol. 

La Figure 2 represente le gene env de GALV sous le controle 
du promoteur du facteur humain d'elongation EF1a. 
15 La Figure 3 represente le mCD2 insere dans le vecteur 

retroviral, sous le controle d'un LTR. 

La Figure 4 represente un Western Blot realise avec un 
anticorps anti-p30 sur des extraits celiulaires indiquant la synthese de la 
proteine gag-pol apres infection par Tadenovirus gag-pol. 
20 La Figure 5 represente le Western Blot obtenu avec un 

anticorps anti-gp70 exprimant la synthese de la proteine d'enveloppe apres 
infection par I'adenovirus env. 

La Figure 6 represente les profits obtenus en cytometrie de 
flux des cellules exprimant le mCD2 en fonction de la multiplicity 
25 d'infection. Des surnageants de culture de cellules Te-FLY-GALV infectees 
par AdmCD2 ont ete utilises pour transduire mCD2 dans les cellules 
Te671. 

La Figure 7 represente les profits en cytometrie de flux 
obtenus apres infection de differents types de lign^es celiulaires, solt deux 
30 jours apres Tinfection (Figure 7A), soit 21 jours apres rinfectlon (Figure 78). 
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Materiels et Methodes 

Constructions adenovirales portant les sequences retrovirales 
Las fonctions d'encapsidation gag-pol et env, le marqueur 
d'infection adenovirale et le vecteur retroviral ont ete clones 
independamment les uns des autres, entre deux sites de restriction 
uniques. Les differentes cassettes peuvent done etre sorties facilement des 
plasmides intermediaires pour etre ensuite inserees dans les plasmides 
navettes definitifs. 

Une cassette d'expression pour la chaTne a du recepteur a 
rinterleukine 2 sera associee a la cassette gag-pol (11 s'agit de la chaTne 
courte du recepteur membranaire qui n*est pas capable de declencher. 
seule, une reponse intracellulaire apres fixation de riL2). Elle permettra de 
suivre Tinfection adenovirale. 

Construction des cassettes d'expression gag-pol 
En fait, trois unites differentes ont ete construites, pour pallier 
a d'eventuelles interferences entre les epissages differenciels 
adenovirus/retrovirus. Toutes sont depourvues du signal d'encapsidation v|/. 
Deux d'entre elles sont egalement depourvues du site donneur d'^pissage 
(set), avec deletion ou non du site accepteur (sa" et sa*) situ6 a la fin de 
pol. 

Lign^es celluiaires utilisees 

Les Iign6es celluiaires A549. HuH7, HeLa. HT1080, 293, ont 
deja et6 decrltes et font I'objet de d6p6t d TATCC. Les cellules Te671 et 
leurs clones derives transcompl6mentants ont ete decrits dans COSSET, 
F.L., et aL. 1995 J. Virol.. 69. 7430-7436. Brievement. TeLFBASAF 
exprime de maniere stable les prot^ines d'enveloppe amphotrope et le 
vecteur retroviral LacZ. TeLCeB6 exprime de maniere stable tant les 
proteines gag-pol de Mo-MLV que le vecteur LacZ. TeLacZ exprime 
uniquement le vecteur retroviral LacZ. TeFLY-GALV exprime le gene gag- 
pol de Mo-MLV et la proteine d'enveloppe GALV. Finalement, les lignees 
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cellulaires TG18 produisent des particules retrovirales du pseudo type 
GALV codant pour la proteine nucieaire LacZ. Toutes ces cellules sont 
mises en culture dans du milieu de DMEM, Sigma (milieu Eagle modifie par 
Dulbecco) supplemente en 10% de serum de veau foetal. Les cellules 
5 Vero sont cultivees dans du milieu RPMI 1640 (Gibco BRL) supplemente 
avec 5 % de serum de veau foetal. 
Les plasmides 

Le plasmide navette de base pAd-Swal est derive du vecteur 
adenoviral pAd-Bglll, et est constitue de I'lTR en 5' et des sequences 
10 d'encapsidatlon (1-400 pb) suivies par la region 9-16 mu de Tadenovirus 
humain type 5: Le polylinker Notl-EcoRV extrait du vecteur pAd-CMVIink a 
ete insere a la place du site Bglll. Finalement, un site de restriction Swal a 
ete introduit en amont de I'lTR en 5'. Le plasmide peut ainsi etre linearise 
par Swal ou Nhel. 

15 La cassette d'expression gag-pol a ete dans un premier 

temps sous-clonee dans le plasmide Bluescript BS-KS+ II (Stratagene) 
pour donner le plasmide pBGP. La region Notl-EcoRl du plasmide hCMV- 
intron gag-pol, incluant le promoteur, le gene retroviral et le gene de 
resistance a I'antibiotique blasticidin bsr (Cosset et al, 1995) a 6te insere 

20 dans les sites correspondants de BS (plasmide pBGP-bsr). Le signal de 
polyadenylation de SV40 a 6t6 amplifie par PGR a partir du plasmide 
hCMV-intron gag-pol en utilisant les amorces suivantes : 

5'-GGATCGATCTAGAGATCATAATCAGCC et 
3'-GGGAATTCGATCCAGACATGATAAG, 

25 dans le but d'introduire les sites de restriction C/al et EcoRL Un fragment 
pol de 472 pb a ete obtenu par PGR avec le plasmide precedent comme 
matrice et en utilisant les amorces suivantes : 

5*-GGATTCGGAGCCCGCAACACG (precedent le site accepteur de 
d'6pissage) et 3 -ATCGATTAGGGGGCCTCGCGGG, conferant un site C/al 
30 en aval du codon stop de pol. Ce fragment a ete digdrS avec Sfi\ et C/al, 



wo 99/64568 



PCT/FR99/013S3 



alors que le signal de poiyadenylation de SV40 a ete digere avec C/al et 
EcoRl. lis ont 6te inseres par une ligation des deux fragments de PGR 
dans le plasmide pBGP-bsr, digere par Sfil-EcoRl, a la place du gene bsr. 
Cette unite gag-pol de 6,4 kb a finalement et6 extraite de pBGP avec Not\ 

5 et EcoRI, modifiee par TADN I polymerase de Klenow et inseree dans le 

plasmide BamH\, digere avec pAd-Swal en utilisant des linkers Sc/I. 

Le promoteur humain EF1a inclut le premier exon non codant, 
un intron et la partie 5' du deuxieme exon coupe en aval du site ATG. Le 
promoteur a ete extrait avec HindW et Xi>al du plasmide pKREFhu, et clone 

10 dans les sites correspondants du plasmide pSP72 (PROMEGA). Le signal 

de poiyadenylation decrit ci-dessus a ete insere aux sites Xbal et EcoRW 

Le plasmide pEGA exprimant le gene env de GALV a ete 
digere avec Sad I, traite a la polymerase de Klenow et ligue avec des 
linkers Xbal. Le gene de 2.1 kb a ensuite ete extrait avec Xbal et insere 

15 entre le promoteur HuEFIa et le signal de poiyadenylation de S\/40 pour 
donner le plasmide pCE. Cette unite de 4 kb a ete finalement extraite avec 
Hind\\\ et C/al, traitee a la polymerase de Klenow et inseree dans le 
plasmide pAd-Swal digere par BamH\ en utilisant les linkers Sc/I. 

Les vecteurs retroviraux MFG contenant le CD2 murin ont 

20 d6ja ete decrits (DRANOFF. G.. et al., 1993, P.N.A.S., 90, 3539-3543). Le 
vecteur de 4 kb a ete extrait par Ssp\ et insure dans le plasmide pAd-Swal 
digere par BamH\ en utilisant les linkers Bc/I. 

Construction des adenovirus recombinants 

Les adenovirus recombinants dSl^tds E1/E3 ont 6te realises 

25 en utilisant le mutant adenoviral dl327 contenant une deletion complete de 
la region E3. En bref, 10 MS de plasmide navette ont ete linearises avec, 
soit Swal ou Nhel et co-transfectes dans les cellules 293 avec 2 pg d'ADN, 
de dl327 digere par C/al. Chaque adenovirus recombinant a ensuite ete 
purifie par quatre cycles de purification en plaques et confirme par des 

30 tests de production fonctionnels tels que decrits ci-dessous. Des virus 
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competents pour la replication sont finalement propages sur des 
cellules 293 et purifies deux fois par centrifugation en gradient de chlorure 
de cesium. La concentration des particules virales par ml a ete determinee 
par spectrophotometrie. Les stocks d'adenovirus ont ete titr6s en plaques 
en infectant des cellules 293 avec des dilutions en serie dans du milieu 
DMEM supplemente avec 2 % de serum de veau pendant deux heures. 
Les milieux sont ensuite elimines avant le recouvrement par les virus. Le 
nombre d'unites formant plaques par ml (pfu/ml) a ete compte six jours plus 
tard. 

Mesures de la production de retrovirus 

Les tests de production de particules retrovirales sont realises 
par infection des cellules de pre-packaging par les adenovirus 
recombinants. Les cellules TeLCeBB, qui expriment en stable le vecteur 
NLS LacZ et la region gag-pol, sont infectees par I'adenovirus recombinant 
portant I'enveloppe et le vecteur retroviral. De la meme fagon, les cellules 
TeLFBASF, qui expriment en stable le vecteur NLS LacZ et Tenveloppe 
amphotrope, sont infectees par les adenovirus portant la region gag-pol. 

Ces cellules de pre-packaging sont ensemencees a 4.10^ 
cellules par puits dans des plaques a 6 puits. Le lendemain, elles sont 
infectees par les adenovirus recombinants a diff6rentes multiplicites 
d'infection (MOI) pendant deux heures dans 1 ml de milieu DMEM 
contenant 2 % de serum de veau foetal. Les cellules sont ensuite lavees 
une fois avec du PBS, et Iaiss6es dans 2 ml de DMEM contenant 10 % de 
serum de veau foetal pendant 24 heures supplementaires. Les cellules 
sont changees pour la nuit Finalement, deux jours apres Tinfection avec 
les adenovirus, les sumageants de culture sont recoltes, filtres a 0,45 Mm 
et analyses pour la presence de particules retrovirales infectieuses. Les 
cellules productrices sont analysees quant a leur production de proteines 
gag, env ou CD2. Dans un autre mode de realisation, les cellules infectees 
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peuvent etre maintenues en culture pour des essais de production 
retrovirale a long ternne. 

Titration des vecteurs codant pour NisLacZ 

Pour le titrage des particules retrovirales codant pour 

5 NIsLacZ, des cellules Te671 ont ete ensemencees a 5x1 0"* cellules par 
puits dans des plaques a 24 puits la veille de la transduction. Elles sont 
incubees pendant quatre heures avec des dilutions en serie des 
surnageants infectieux contenant 8 jjg de Polybrene par ml. Apres 
changement du milieu de culture, les cellules sont laissees pendant deux 

10 jours. Elles sont ensuite fixees avec 2 % de glutaraldehyde et colorees 
avec 5 mM K4(Fe(CN)e)-5 mM K4(Fe(CN)6)-2 mM MgCI^-l mg/ml de X-gal 
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside) (Promega) pendant 
6 heures. Le nombre des colonies positives est compte en unites 
Internationales par ml (lU/ml). 

15 Cytometrie de flux 

Les cellules productrices infectees avec des adenovirus 
recombinants porteurs du MFGmCD2 sont recoltees dans du PBS, 2 mM 
EDTA et incubees avec 1 pg/IO® cellules avec un anticorps monoclonal 
purifie de rat centre le CD2 de souris (Cliniscience) pendant 1 heure, a 

20 4°C. Les cellules sont ensuite incubees avec 1 pg/IO® cellules de fragment 
F(ab')2 purifie conjugue au FITC et dirige contre les IgG de rat 
(Bioatlantique, France) pendant 1 heure, a 4 ''C. Apres le dernier lavage en 
PBS. elles sont colorees avec 20 pg/ml de iodure de propidium (PI), pour 
discriminer la population viable (PI negative) des cellules mortes (PI 

25 positive) conduisant a la reduction du bruit de fond de fluorescence non 
specifique. Le marquage au FITC de 10"* cellules viables est analysee par 
cytometrie de flux. 

Western blotting 

Des lysats cellulaires sont prepares dans un tampon de lyse 
30 (20 mM Tris-HCI pH 7.6. 1 %, Triton X100, sodium dodecyl sulfate 0.5 %. 
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sodium deoxycholate 0,5%, 150 mM NaCI, 1 mM phenylmethylsuifonyi 
fluoride, 1X d'un cocktail inhibiteur de proteases (Boehringer Mannheim). 
Apres une separation en electrophorese de gel de polyacrylamide en 
sodium dddecyl sulfate 10% et transfert sur des membranes de nitro- 

5 cellulose Hybond (Amersham), Timmunoblott a ete realise en utilisant un 
anticorps monoclonal anti-p30 (?) ou un anticorps monoclonal anti-gp70 
amphotrope. Des anti-anticorps de chevre marques a la peroxidase ont ete 
utilises pour rimmuno-detection en chimio-luminescence. 
Exemples de realisation 

10 Exemple 1 

Caracterisation fonctionnelle des adenovirus porteurs de 
gag-pol (Ad gag-pol) 

(a) Obtention des adenovirus recombinants 

Pour eviter une eventuelle interference entre les deux 

15 systemes d'epissage viraux contraire a la production des ad§novirus 
recombinants, deux cassettes d'expresslon gag-pol ont ete construites. La 
premiere porte la sequence nucleique sauvage de Moloney MLV (gag-pol 
SA+), et la deuxieme porte une sequence modifiee au niveau du site 
accepteur d'epissage present a la fin de pol mais respectant le cadre de 

20 lecture normal (gag-pol SA-). Le gene gag-pol de Mo-MLV est place sous 
le controle du promoteur precoce du cytomegalovirus (CMV). Get 
ensemble est insere au site de la region E1 du genome adenoviral, 
conduisant a des virus defectifs pour sa replication. Plusieurs clones 
adenoviraux ont 6te obtenus apres co-transfection des cellules 293 (E1+) 

25 avec les plasmides navettes et le genome Ad327 tronque de la partie 
5'ITR. Huit d'entre eux ont ete testes dans les essais de production 
retrovirale, apres infection des cellules trans-complementantes TeL- 
FBASAF, qui expriment en stable I'enveloppe amphotrope et le vecteur 
NIsLacZ. Tous 6taient positifs. Le clone 3 (Adgag-pol SA+) et le clone 6 

30 (Adgag-pol SA-) ont &ie purifies par quatre plaquings successifs sur les 
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cellules 293. L'amplification finale sur 20 boites de culture de 150 mm a 
permis Tobtention de deux stocks d'adenovirus titrant indifferemment a 
5,0 10^° pfu/ml. La presence du site accepteur d'epissage sauvage n'a 
done finalement pas d'effet n6gatif sur la production adenovirale. Les virus 
5 seront designes par la suite sous la forme generique Adgag-poL 
(b) Production des particules retrovirales 
Les tests de production de particules retrovirales apres 
infection par Adgag-pol ont ete analyses en infectant des cellules trans- 
complementantes TelBASAF, derivees des Te671 et exprimant en stable 

10 I'enveloppe amphotrope et le vecteur LacZ. Les conditions optimales de 
production retrovirale ont ete determinees par infection des cellules 
TeLBASAF avec des quantites croissantes d*Adgag-pol. Deux jours apres 
I'infection, les niveaux d'expression de gag-pol ont ete analyses par 
Western Blot en utilisant un anticorps dirige contre la proteine de capside 

15 p30. L'anticorps permet egalement I'immuno-detection du precurseur non 
dive de gag Pr65 ou des polypeptides partiellement digeres. Les niveaux 
de la synthese de Pr65 dans les cellules infectees par Adgag-pol sont au 
moins egaux a ceux detectes dans les cellules d'empaquetage stable FLY- 
GALV, cellules derivees des Te671 exprimant gag-pol et Tenveloppe du 

20 Gibbon ape leukemia virus GALV (Porter CD, CM., Tailor CS, Parkar MH, 
Cosset FL, Weiss RA, Takeuchi Y,. Hum. Gene Then 7, 913-919 (1996)). 
La synthese de la Pr65 augmente avec la m.o.i. lorsqu'on travaille avec de 
faibles quantites d'adenovirus (m.o.i. de 5 a 10). Cette observation peut 
s'expliquer par un nombre croissant de cellules r^ellement transduites. La 

25 figure 4 represente le Western Blot realise avec un anticorps antl-p30 sur 
les extraits cellulaires (10^ cellules par piste). La piste (+) est un controle 
positif TeFLY-GALV. La piste (-) est un controle negatif TeL-FBASAF non 
infectees. Les pistes 5 a 50 indiquent le r6sultat obtenu avec TeL-FBASAF 
infectees avec m.o.i. croissantes en Ad gag-pol. 



wo 99/64568 



PCT/FR99/013S3 



26 

Par contre, la quantite de Pr65 produite reste stable pour des 
m.o.i. variant jusqu'a 250. Ce r6sultat, ind6pendant de I'effet cytopathique 
observe pour les m.o.i. plus fortes, est plus inattendu. 

La production des retrovirus par les TelFBASAF infectees par 
TAd gag-pol a ete analysee par titration des surnageants de culture selon la 
technique decrite ci-dessus dans Materiels et M6thodes. 

Le titre obtenu est approximativement de 10® Ifu/ml, pour des 
m.o.i. variant de 10 a 500 en adenovirus (tableau 1 ci-dessous). II est 
maximal les deuxieme et troisieme jours apres infection des producteurs 
(colonnes J2 et J3) quelle que soit la quantite d'Adgag-pol utilisee. II 
decroTt a partir du quatrieme jour (colonne J4), meme aux m.o.i. les plus 
faibles pour lesquelies un effet cytopathique n'est pas observe. 



Tableau 1 : Production de particules r6trovirales avec 
radenovirus Ad gag-pol 



m.o.i. en 


Titre 


Titre 


Titre 


Titre 


Adenovirus 


J1 p.i. 


J2 p.i. 


J3 p.i. 


J4 p.i. 


Adgag-poi 










ADN 


1,7 10^ 


9,0 10^ 


5,2 10^ 


3.6 10^ 


10 


4.3 lO** 


7.5 10' 


2,1 10* 


8,6 10' 


50 


1,4 10^ 


2,0 10^ 


2.0 10" 


3,1 10' 


100 


1,2 10^ 


2.0 10^ 


1,0 10® 


4,6 10' 


250 


1,4 10^ 


1,2 10" 


9.0 10* 


inf 10" 


500 


1.3 10^ 


1.1 10" 


7.7 10' 


inf 10* 



On observe ^galement une saturation de la production de 
particules retrovirales a partir de la m.o.i. 50. Est-elle due a la saturation de 
la synthese des proteines gag remarquee en Western Blot, ou le systdme 



wo 99/64568 



PCT/FR99/0I353 



27 

TeL-FBASAF est-il lui-meme limitant ? Quel que soit le facteur responsable 
de la saturation, cette methode de production transitoire augmente le titre 
des surnageants infectieux d*un facteur 100 a 1000 par rapport a la simple 
transfection du plasmide portant la cassette d'expression de gag-pol dans 
les cellules complementaires (ligne DNA). 

La recherche de retrovirus competents pour la replication sur 
les surnageants TeL-FBASAF infectees n*a montre aucun evenement de 
recombinaison entre la cassette gag-pol et I'enveloppe integree dans le 
genome cellulaire (travaux realises par F.L. Cossett, Lyon). Les tests ont 
pourtant ete faits dans les conditions les plus favorables a ['emergence de 
virus helper : grand nombre de copies gag-pol presentes dans les cellules, 
et utilisation de I'enveloppe amphotrope de MLV dont la sequence 
nucleique chevauche avec celle de pol. De meme, aucune encapsidation 
non specifique de TARN gag-pol n'a pu etre mise en evidence dans les 
surnageants de culture. Le systeme de production est done efficace, rapide 
et sur. 

Example 2 

Caracterisation fonctionneile des adenovirus portant la 

fonction env 

1. Obtention et purification des adenovirus recombinants 
Le gene codant pour I'enveloppe de GALV (fragment Sadl- 
Xbal Sacll-Xbal) a ete clone entre le promoteur du facteur d'elongation 
humain EF1a (issu du plasmide pKREFhu (reference)) (Fig. 2). La 
production d'adenovirus recombinants permet d'obtenir des titres de Tordre 
2xlCpfu/mL 

La generation d'adenovirus portant la cassette d'expression 
de I'enveloppe GALV et le vecteur VL30-mCD2 s'etant av6r6e d6licate, les 
deux fonctions ont ete placees sur des vecteurs adenoviraux distincts. 

Pour construire le vecteur porteur de mCD2 et repr§sente sur 
la figure 3, la region psi/SD+/SA+ du vecteur MFG-mCD2 a ete remplac6e 
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par la region d'encapsidation et dimerisation de retro-transposons virus-like 
VL30 (fragment Xbal-BamHA, issu du plasmide pC06-HX (figure 3)). 

2. Production de particules retrovirales 

Des stocks d'adenovirus titrant a 2,0 10^^ pfu/nni ont ete 

obtenus. 

Uanalyse de Tadenovirus Ad GALVenv est analogue a ceile 
faite sur I'adenovirus Ad gag-pol. Les cellules complementantes sont ies 
TeLCebS, derivees des Te671 exprimant en stable gag-pol de MoMLV et le 
vecteur MFG-LacZ (Cosset F.L. et al. J. Virol. 1995, 69:7430-7436). 

La synthese de Tenveloppe a ete etudiee par Western Blot et 
le resultat represents sur la figure 5 qui represente le Western Blot realise 
avec un anticorps anti-gp70 amphotrope sur des extraits cellulaires (10^ 
cellules par piste). Dans la Figure 5A, la piste (+) est un controle positif 
TeFLY-GALV. La piste (-) est TeL-Ceb6 non infectees, Les pistes 5 a 1000 
sont TeL-Ceb6 infectees avec des m.o.i. crolssantes en Ad GALVenv. La 
Figure 5B represente Tagrandissement des pistes 250 et 500, exposition 
du film reduite. 

Un anticorps dirige centre la partie N-terminale de I'enveioppe 
amphotrope (sous-unite SU) a ete utilise puisqu'aucun anticorps dirig6 
contre le pseudotype GALV n'est disponible, Cette etude n'est pas 
optimale, car la reaction croisee avec Tantigene de singe est assez faible. 
C'est pourquoi la proteine n'est pas detectee dans un extrait cellulaire de 
producteurs stables FLY GALV (figure 5A). Par contre. le Western Blot 
montre une synthese forte et croissante de la proteine d'enveloppe dans 
les cellules infectees par Tadenovirus Ad GALVenv. Malgre son intensite 
inattendue, le signal observe est specifique de la pg70. II n'est pas du a 
une reaction croisee de I'anticorps avec une proteine adenovirale apportee 
par I'infection, puisqu'il n'est pas retrouve avec des extraits cellulaires de 
TeLCebS infectees par un adenovirus controle CMV-LacZ. Les deux 
bandes rapprochSes observees par Western Blot pourraient correspondre 
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au peptide precurseur Pr85 et a la forme mature gp70 (figure 5B). Ceci 
plaide en faveur d'un adressage correct de I'enveloppe a la surface de 
membranes plasmique, puisque le clivage SU/TM sense liberer le domaine 
de fusion est necessaire a la translocation du polypeptide (Zhu N.L. et al, 
J. ViroL 1998. 72:1632-1639). 

L'analyse de la production retrovirale montre une saturation 
du systeme TeLCeb6, Le titre maximal en particules LacZ infectieuses est 
obtenu pour les faibles m.o.i. en Ad GALVenv (tableau 2 ci-dessous). 

Tableau 2 : Production de particules retrovirales avec 
I'adenovirus Ad GALVenv 



m.o.i. en Adenovirus 


Titre en lU/nnI 


Ad GALVenv 


(deux jours post-infection) 


ADN 


4,0 10" 


10 


4,7 10* 


25 


5,0 10® 


50 


3.4 10« 


100 


1,0 10* 


250 


9,0 10^ 


Plasmide 


4 10* 


TG18 


4,6 10* 



Alors que la transfection des cellules TeLCebS avec un 
plasmide codant pour Tenveloppe de GALV donne des sumageants titrant 
§ 4 X 10^ lU/ml, des trtres de 4 a 5 10® lU/ml ont 6te obtenus deux jours 
apres I'infection ad^novlrale avec des m.o.i. entre 10 et 50. Un tel systdme 
transitoire permet d'obtenir une production retrovirale equivaiente d la 
lign§e stable productrice TGI 8. 

Pour des m.o.i. superieures, les titres decroissent en 
proportion d'un effet cytopathique, qui peut §tre sans doute con^^l^ d 
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I'expression de proteine adenovirale precoce et tardive d6tectee par 
immunocytochimie. 

La encore, aucun retrovirus competent pour la replication n'a 
pu etre detecte par les tests LacZ. 
5 Example 3 

Production de particules retrovirales par co-infection 
avec les adenovirus gag-pol et env 

Les conditions optimales de production ont ete determinees 
en infectant les cellules TeLacZ trans-complementantes, derivant de Te671 
10 et exprimant de fagon stable le vecteur retroviral (COSSET. F.L., et al., 
1995, 69. 7430-7436). Deux jours apres Tinfection des cellules TeLacZ, 
des titres superieurs a 10® lU/ml ont ete obtenus quand les deux m.o.i. se 
situent entre 50 et 100. Bien qu'il n*y ait pas de correlation evidente entre la 
production de retrovirus et les rapports entre les deux adenovirus Aggag- 
15 pol; et Ad env, Tanalyse de la production de retrovirus au cours du temps a 
ete realisee avec des m.o.i. egales pour les deux virus. 

Le tableau 3 ci-dessous indique la production de retrovirus en 
fonction de la multiplicite d'infection des deux adenovirus Adgag-pol et Ad 
env. 

20 Tableau 3 : retrovirus les 2eme, 3eme et 4eme jours apres 

rinfection adenovirale 



m.o.i. 
AdGALVenv et 
Adag-pol 


Titres r^troviraux (lU/ml) les jours suivants 
{'infection adenovirale 


2 


3 


4 


5/5 


4,8 X 10* 


1,1 X 10» 


1,6x10" 


10/10 


9,6 X 10* 


7.9x10= 


1,0x10' 


50/50 


3,2 X 10^ 


2,3x10* 


6,4 X 10= 


100/100 


1,3 X 10^ 


9,5 X 10^ 


1,4 X 10= 
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TG18 


2.2 X 10^ 


2,9 X 10^ 


3,0 X 10^ 



Les titres retroviraux diminuent au cours du temps, et ceci 
independamment des m.o.i. des adenoviraux et en I'absence des faits 
cytopathiques. Neanmoins, Tinfection de cellules productrices avec des 
5 m.o.i. de 50 conduit a des titres de 2 x 1 0® lU/ml pendant deux jours. 

Aucun retrovirus competent pour la replication n'a pu etre 
detecte dans les surnageants de cultures cellulaires recoltees deux et trois 
jours apres Tinfection. 

Exemple 4 

10 Caracterisation fonctionnelie de i'adenovirus Ad-MCD2 

1. Obtention des adenovirus recombinants Ad 
VL30mCD2 et Ad MFG-mCD2 represent6s dans la Figure 3 

Un vecteur retroviral MFG codant pour Tantigene de surface 
CD2 murin a ete decrit (Champsex et al, 1996 ...). Le vecteur a done ete 
15 insere dans le genome adenoviral dSI&te de la region E1, et des stocks de 
virus Ad MFG-mCD2 a ete amplifie. titrant a 2 10^° pfu/ml. 

2, Production de particules retrovirales avec Ad MFG- 

mCD2 

Les Te-FLYA ont ete infectees avec des m.o.i. croissantes en 
20 Ad MFG-mCD2 purifie. Des la m.o.i. de 5, la population est globale mCD2 
positive (Figure 6A) contrairement a ce qu'indique les clones producteurs 
contrdle (Figure 6B). Elle devient plus homogene avec des charges plus 
elevees en adenovirus, mais les cellules presentent un effet cytopathique 
precoce pour des m.o.i. superieures d 50. 
25 L'analyse des cibles montre une transduction de 3 a 9 % des 

cellules, (Tableau 4 ci-dessous). Le controle des FLYA transfectees avec le 
plasmide portent le vecteur ne donne pas de transduction d^celable. 
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Tableau 4 : Production retrovirale par les Te-FLYA infectees 
avec I'Ad MFG-mCD2 



III. U.I. di /~\\Jd ivJVII Uo 

Ad MFG-mCD2 


/O \J\S V^dlUlwO OlLflCO 

mCD2+ 


(deux jours 
post-infection) 


DNA 


0.03 




5 


3.5 




10 


5.4 




25 


7.3 




50 


8.1 


+ 


100 


9.7 


++ 


250 


N.D. 


+++ 



De fa^on surprenante, alors que les clones producteurs 
infectes a des m.o.i. jusqu'a 50 expriment des niveaux eleves de mCD2, 
les cellules transduites n'exc^dent pas 10% de la population totale. 
Cependant, une augmentation de la multiplicite d'infection des adenovirus 
conduit a une transduction plus efTicace allant jusqu'a 24 % des cellules 
positives. En revanche, aucun transfert de genes mCD2 n'a pu etre d6tecte 
avec les cellules productrices TeFLY-GALV transfectees. 

Exemple 5 

Production de particules retrovirales avec Ad gag-pol, Ad 
GALVenv et Ad mCD2 

Les Te671 ont 6t6 infectees avec les trois adenovirus 
simultan^ment, avec des m.o.i. de 10 ou 50 pour les fonctions de 
packaging, et des m.o.i. de 10, 25 et 50 pour le vecteur. On retrouve des 
niveaux de transduction de 8-10 % comparables a ceux obtenus sur les 
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producteurs stables Te-FLYGALV (Tableau 5, les deux dernieres lignes) ou 
Te-FLYA (Tableau 4) infectes avec I'adenovirus Ad MFGmCD2 seul. 

Tableau 5 : Production retrovirale par le Te671 infectees les 
5 trois adenovirus 



m.o.i. en Ad gag-pol 


m.o.i. en 


% de Cellules cibies 


et Ad GALVenv 


Ad MFG-mCD2 


mCD2+ 


10/10 


10 


8 


10/10 


50 


4.4 


25/25 


10 


8.7 


25/25 


50 


8.9 


50/50 


10 


8.2 


50/50 


50 


10.6 




10 


3,5 




50 


9.4 



Uanalyse en cytometrie de flux des Te671 cibies maintenues 
en culture dix jours apres Tinfection retrovirale montre une expression 
constante de mCD2 (donn^es non presentees). La population cellulaire 
10 garde 10-1 1 % de cibies exprimant le transgene. Ce rSsultat indique que le 
transfert du gene est stable, et n'est pas le fait d'une contamination des 
surnageants retroviraux par les adenovirus Ad MFGmCD2. 
Exemple 6 

Screening des lignees cellulaires combinant la 
15 permisslvlte a Tinfection adenovirale et des hauls titres de production 
retrovirale 

La production r6trovirale in vitro a ete analysee par Tinfection 
simultanee des cellules avec les trois adenovirus recombinants. Afin de 
comparer cette production d celle obtenue avec les cellules TeFLY-GALV, 
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infectees par AclmCD2, dans le meme contexte cellulaire, les cellules 
Te671 ont d'abord ete infectees avec des m.o.i. croissantes de Adgag-pol, 
AdGALV env et AdniCD2. Deux jours apres Tinfection, les cellules cibles 
sont incubees avec les surnageants de cultures infectieux, en presence 
5 d'anticorps bloquant les adenovirus. La encore, bien que les cellules 
productrices exprimant Tantigene CD2, quelle que soit la multiplicite 
d'infection adenovirale, ont ete utilisees, la transduction apparaTt etre 
dependante de la multiplicite d'infection. La fraction des cellules cibles 
positives exprimant le marqueur se situe entre 1 ,5 et 24,3 % de la 

10 population totale (Figure 7A). Les cellules infectees par le surnageant sont 
maintenues en culture pendant trois semaines de plus et analysees quant 
A Texpression de I'antigene mCD2 a long terme. Des populations cellulaires 
positives sont toujours detect^es, confirmant que induction de mCD2 
resulte de la transduction retroviral et non de la transduction adenovirale 

15 (Figure 7B). 

II faut souligner que les niveaux de mobilisation de mCD2 
sont comparabies a ceux obtenus apres Tinfection des cellules TeFLY- 
GALV avec AdmCD2 seul. II a 6te precedemment observe que 
I'augmentation, tant des fonctions gag-pol que env ou de Texpression du 

20 vecteur. n'augmente pas les titres retroviraux, compare a ce qui se passe 
dans les lign^es productrices stables. Dans le proc6d6 mis en oeuvre ici, ia 
surexpression des fonctions d'empaquetage et du vecteur retroviral n'est 
pas sufTisante pour surmonter le phenomSne de saturation. Si la cause 
d'une telle limite reste non d6termin§e, la flexibilite de notre syst^me de 

25 production transitoire nous a permis de sdlectionner diff^rentes lignees 
cellulaires avec les conditions expdrimentales ddcrites ci-dessus. 

Les lignees cellulaires humaines ont test^es 
preferentiellement, car les particules produites a partir de telles lignees 
pr6sentent une sensibility r^duite au conipldment du serum. Des lignees ^ 

30 A549 infectees par I'adenovirus sont des mauvais candidats, car elles 
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presentent une production faible avec environ 3 % des cellules cibles 
transduites (Figure 7B). 

En revanche, les cellules HeLa et surtout les cellules 
d'hepatocarcinomes HuH7 apparaissent etre de bons ou meme 

5 d'excellents producteurs, dans la mesure ou 37,6 % et 61,9 % de cellules 
positives pour mCD2 ont ete detectees respectivement dans ces deux 
lignees apres incubation avec les surnageants infectieux. 

Tant pour les cellules HeLa que pour les cellules HuH7, les 
populations transduites restent stables apres 21 jours de culture in vitro . 

10 confirmant que le transfer! de genes mCD2 n'a eu lieu que par le biais de 
la transduction retrovirale. Les hauts titres de production de retrovirus ne 
semblent pas etre relies a une quelconque permissivite cellulaire 
particullere a Tinfection adenovirale, puisque les essais de production 
utilisant les cellules Vero hautement productives ne permettent pas 

15 d'obtenir une transduction amelioree du retrovirus. Au contraire, moins de 
8 % de cellules positives ont §te detectees avec les cellules Vero. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede pour retablissement d'une lignee cellulaire 
apte a produire des particules retrovirales, a un titre superieur a 10® Ul/ml 

5 et comprenant les etapes de : 

(a) selection d'une lignee cellulaire eucaryote susceptible a 
IMnfection virale, 

(b) transfection par un vecteur retroviral porteur d'un 
transgene sous le controle de sequences regulatrices retrovirales et 

10 porteur de la sequence d'encapsidation, et depourvue des genes de 
structure du retrovims, ou infection par une particule retroviraie dont le 
genome est porteur des sequences equivalentes, 

(c) infection de ladite lignee par au morns un virus 
recombinant depourvu de sequence d'encapsidation et porteur de 

15 sequences retrovirales gag-pol et env, gag-pol et env etant de preference 
issues de retrovirus differents, ou transfection par au moins un vecteur 
adenoviral porteur des memes sequences 

(d) criblage des lignees productrices au titre recherche, 

- soit sur la base du titre retroviral obtenu dans le surnageant 

20 cellulaire, 

- soit sur la base de Tabsence de virus helper dans le 

surnageant. 

2. Proc6d6 selon la revjendication 1 , caract6rise en ce 
25 que la lignee cellulaire est d'origine hepatique ou embryonnaire. 

3. Proc6d6 selon la revendication 1 . caractdrisS en ce 
que le transgene est un gene rapporteur. 
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4. Proc6d6 selon Tune des revendications prec6dentes 
dans lesquelles gag-pol est issu d'un lentivirus et env est issu de la 
proteins G de VSV-G sous le controle du promoteur CMV, ou d'un 
promoteur inductible. 11 peut etre issu enfin de Tenveloppe des retrovirus 
amphotrope "10 A1". 

5. Precede selon I'une des revendications 1 ou 2. 
caracterise en ce que dans I'etape (c) gag-pol et env sont portes par deux 
vecteurs differents ou deux constructions virales differentes. 

6. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce 
que le ou les vecteurs viraux ou les virus sont d'origine adenovirale ou 
baculovirale. 

7. Procede de production de retrovirus recombinants 
porteurs de genes d'interet a un titre egal ou superieur a 10^UI/ml, 
comprenant : 

(a) selection d'une lignee celluiaire eucaryote susceptible a 
{'infection virale, 

(b) transfection par un vecteur porteur d'un gene d'interet 
sous le controle de sequences regulatrices retrovirales et porteur de la 
sequence d'encapsidation, et depourvue des genes de structure du 
retrovirus, ou infection par une particule r^trovirale dont le genome est 
porteur des m§mes sequences que ledit vecteur, 

(c) infection de ladite lignee par au moins un virus 
recombinant depourvu de sequence psi et porteur de sequences 
retrovirales gag-pol et env, gag-pol et env etant de preference issues de 
retrovirus differents. ou transfection par au moins un vecteur adenoviral 
porteur des memes sequences. 



wo 99/64568 



PCT/FR99/01353 



38 

(d) la culture de ces cellules dans un milieu approprie a la 
recolte des particules retrovirales porteuses du transgene, 

8. Precede selon la revendication 7 dans laquelle gag-pol 
5 est issu d'un lentivirus et env est issu de ia proteine G de VSV-G sous le 

controle du promoteur CMV, ou d'un promoteur inductible. II peut etre issu 
enfin de Tenveloppe des retrovirus amphotrope "10 A1". 

9. Precede selon ia revendication 7, caracterise en ce 
10 que les etapes (b) et (c) sont successives. 

10. Precede selon la revendication 7, caracterise en ce 
que les etapes (b) et (c) sont simultanees. 

15 11. Precede selon ia revendication 7, caracterise en ce 

que le vecteur en (b) est un vecteur adenoviral ou baculoviral. 

12. Precede selon la revendication 7. caracterise en ce 
que le vecteur en (b) est un vecteur retroviral. 

20 

13. Precede selon Tune des revendications 7 a 12, 
caracterise en ce que le vecteur non retroviral en (c) est un vecteur 
adenoviral. 

25 14. Precede selon Tune des revendications 7 a 12, 

caracterise en ce que le vecteur non retroviral en (c) est un baculovirus. 



30 



15. Precede selon la revendication 7, caracterise en ce 
que les sequences retrovirales gag-pel et env sont portees par deux 
vecteurs distincts. 
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16. Proc6d§ selon Tune des revendications 7 a 15, 
caracterise en ce que gag-pol est issu du MoMLV et est sous le controle du 
promoteur du CMV. 

17. Proced6 selon I'une des revendications 7 a 16, 
caracterise en ce que env est issu du GaLV et est sous le controle du 
promoteur EF1. 

18. Procede selon I'une des revendications 7 a 16. 
caracterise en ce que le transgene est sous le controle d'un LTR retroviral. 

19. Procede selon Tune des revendications 7 a 16, 
caracterise en ce que le transgene est sous le controle d'un promoteur 
interne. 

20. Procede selon la revendication 7, caract6rise en ce 
que ies cellules eucaryotes sont des cellules hepatiques. 

21. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce 
que Ies cellules eucaryotes sont des cellules embryonnaires. 

22. Procede selon la revendication 20, caracterise en ce 
que Ies cellules sont des cellules HuH7. 

23. Lign6e cellulaire hepatique HuH7 dans laquelle ont ete 
transferees par transfection ou infection des fonctions retrovirales 
d*encapsidation, des fonctions retrovirales de regulation, et des sites de 
restriction permettant Tinsertion d*un transgene. 
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24. Trousse pour la production de particules retrovirales 
porteuses d'un transgene comprenant au moins : 

(a) un recipient contenant un virus non retroviral ou un 
plasmide porteur d*un gene gag-pol. 
5 (b) un ou plusieurs recipients contenant un virus non 

retroviral ou un plasmide viral porteur d'un gene env, 

(c) un ou plusieurs recipients contenant un plasmide 
porteur d*un vecteur retroviral, ou un retrovirus defectif ou contenant un 
virus non retroviral contenant au moins la sequence d'encapsidation, les 

10 sequences regulatrices, et des sites multiples de restriction permettant 
['insertion d'un transgene. 

(d) le cas echeant, un recipient contenant un plasmide 
controle porteur d'un vecteur retroviral, contenant au moins un gene 
rapporteur. 

15 

25. Trousse selon la revendication 24, caract6risee en ce 
que les virus ou plasmides en (a), (b). (c) et (d) sont sous forme congelee. 

26. Trousse selon la revendication 24 ou 25. caracterisee 
20 en ce que en (a), gag-pol est issu du MoMLV et est sous le controle du 

promoteur du CMV. 

27. Trousse selon Tune des revendications 24 a 26, 
caracterisee en ce que en (b). env est issu du GaLV et est sous le controle 

25 du promoteur EF1 . 

28. Trousse selon I'une des revendications 24 d 27, 
caracterisee en ce que en (c), LTR et la sequence psi Issues de retrovirus 
murins. 

30 
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29. Trousse selon Tune des revendications 24 a 28, 
caracterisee en ce que en (c), le plasmide portant le vecteur r6troviral 
contient en outre un marqueur de selection. 

5 30. Trousse selon Tune des revendications precedentes. 

caracterisee en ce que le virus en a) ou en b) est un adenovirus. 

31^ Trousse selon Tune des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le virus en a) ou en b) est un baculovirus. 

10 

32. Trousse pour Tetablissement d*une lignee productrice 
de particules retrovirales a un titre egal ou sup6rjeur a 10^UI/ml, 
comprenant au moins : 

(a) un recipient contenant un virus non retroviral ou un 
15 plasmide porteur d*un gene gag-pol. 

(b) un ou plusieurs recipients contenant un virus non 
retroviral ou un plasmide porteur d'un gene env, 

(c) un ou plusieurs recipients contenant un plasmide 
porteur d*un vecteur retroviral, ou un retrovirus defectif ou un virus non 

20 retroviral contenant au moins la sequence d'encapsldation, les sequences 
regulatrices, et un gene reporteur. 

33. Trousse selon la revendication 32, caracterisee en ce que 
le virus est un adenovirus ou un baculovirus. 

25 

34. Trousse selon la revendication 32, caracterisee en ce 
que les virus ou plasmides en (a), (b). (c) sont sous forme congel6e. 
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35. Trousse selon Tune des revendications 32 a 34. 
caracterisee en ce que en (a), gag-poI est issu du MoMLV at est sous le 
controle du promoteur du CMV. 

5 36. Trousse selon Tune des revendications 32 a 35, 

caracterisee en ce que en (b). env est issu du GaLV et est sous le controle 
du promoteur EF1. 

37. Trousse selon Tune des revendications 32 a 34, 
10 caracterisee en ce que en (a), gag-pol est issu d'un lentivirus. 

38. Trousse selon Tune des revendications 32 a 35. 
caracterisee en ce que en (b), env est issu de la proteine G du virus de la 
stomatite vesiculeuse sous le controle du promoteur CMV, ou d'un 

15 promoteur inductible. 11 peut etre issu enfin de I'enveloppe des retrovirus 
amphotrope "10 A1". 

39. Trousse selon Tune des revendications 32 d 35, 
caracterisee en ce que en (c), le piasmide portant le vecteur retroviral 

20 contient en outre un marqueur de selection. 
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Detailed description of the invention 



The invention relates to a method for producing 
recombinant retroviruses carrying genes of interest, with 
a titer equal to or greater than 10^ Ul/ml, comprising: 

(a) selecting a eukaryotic cell line which can be 
infected with a virus, 

(b) transfecting with a vector carrying a gene of 
interest under the control of retroviral regulatory 
sequences, carrying the encapsidation sequence, and 
lacking the structural genes of the retrovirus, or 
infecting with a retroviral particle, the genome of which 
carries the same sequences as said vector, 

(c) infecting said line with at least one 
recombinant virus lacking the psi sequence and providing 
the retroviral gag-pol and env sequences, gag-pol and env 
preferably being derived from different retroviruses, or 
transfecting with at least one adenoviral vector carrying 
the same sequences, 

(d) culturing the cells in a medium suitable for 
harvesting the retroviral particles carrying the transgene. 

In this method, the viral vector (s) or the viruses 
are preferably of adenoviral or baculoviral origin. 

In the present invention, gag-pol may in particular 
be derived from a lentivirus such as SIV (simian 
immunodeficiency virus) . 

The retroviral regulatory sequences and encapsidation 
sequences of the plasmid or in the virus described in b) 
are preferably derived from murine retroviruses and from 
caprine, feline or primate lentiviruses . 

The basic principle of the invention is the 
constitution of adenoviral vectors carrying the sequences 
encoding retroviral functions. Throughout the text, it is 



clearly understood that, each time reference is made to 
adenovirus or adenoviral vector^ this may be taken to mean, 
similarly, the functional equivalents of these viruses or 
of these vectors. More particularly, baculovirus or 
baculoviral vectors may be used in the same way as 
adenoviruses . 

All the retroviral functions, associated with a 
transgene, are transferred into the target cell, 
simultaneously or sequentially, using transfection or 
infection systems for adenoviral vectors or adenoviruses. 

The secondary genes of retroviruses, namely tat, rev, 
vif, vpr and vpt, may be included in or excluded from the 
chimeric construct. Exclusion adds to the viral safety of 
the system. 

The viral functions of gag-pol and env encapsidation 
may be carried by a single adenoviral vector. 

However, this has the drawback of decreasing the 
flexibility of the kit. Specifically, if env is carried 
by a separate vector, it is possible to vary the nature of 
the retrovirus produced by the cells by varying the origin 
of the env gene introduced, which is not the case when the 
different functions are carried by the same vector. 

Thus, a preferred embodiment is to have the 
retroviral elements carried by three distinct viral 
vectors : 

the first carrying the regulatory sequences 
including the LTR and the encapsidation sequences ^ or a 
functional equivalent, and the transgene introduced in a 
suitable manner into the restriction sites provided for 
this purpose; 

- a viral vector carrying the gag-pol gene and a 
viral vector carrying the env gene. 
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The term ^^viral vector'' is preferably intended to 
mean an adenoviral vector or a baculoviral vector^ the 
structures and performances of which are well documented. 
However, any other nonintegrative virus should be 
considered to be a functional equivalent of such a virus - 
Those skilled in the art will understand that any virus 
capable of infecting a target cell with a low multiplicity 
of infection and capable of expressing the functions 
carried by its genome in said target cell should be 
considered to be a functional equivalent of the adenovirus. 
Thus^ in the text below, reference will preferably be made 
to ^^adenoviral vector" or ^^adenovirus" . 

Throughout the text, and in order to simplify the 
latter, it is understood that, when reference is made to 
^^adenoviral vector", this should be understood to mean 
both the vector itself, which can be administered by 
transfection into the target cell, and the virus 
containing a genome carrying the same sequences, which can 
be administered by infection of the target cell. 

Similarly, the expression ^^retroviral vector capable 
of transfecting the target cell" should be understood to 
mean both the vector which can be administered by 
transfection and the viral particle, the genome of which 
carries the same sequences as the vector in question. 

In the above method, steps b) and c) may be 
simultaneous or successive. 

Specifically, if the intention is to have a transient 
retroviral particle production system, the three vectors 
can be transferred simultaneously (or the three viruses 
can infect the cells simultaneously) . While the titer 
obtained is lower than that obtained after stable 
expression, the advantage is that the answer regarding the 
choice of target cell is virtually instantaneous. 
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It is also possible to develop a stable expression 
system by, in the first instance, transfection or 
infection with the vector carrying the retroviral vector 
(step (b) ) , and then, after about two weeks, after stable 
integration of said vector into the genome, the target 
cell can be infected or transfected with the adenoviruses 
or the adenoviral vectors carrying the structural genes of 
the retrovirus (step (c) ) . Steps (b) and (c) of the 
method are then successive. 

In the method of the invention, the gag-pol and env 
genes are under the control of promoters which can be 
activated in the target cell. For example, the CMV 
promoter may be chosen for gag-pol and the EFla promoter 
may be chosen for env. Those skilled in the art may 
select any promoter known to be efficient in transcribing 
the sequences which it controls. 

As regards the transgene, it will be under the 
control of retroviral regulatory sequences containing the 
LTRs, or under the control of an internal promoter of the 
PGK (phosphoglycerate kinase) type. 

The invention also relates to a method for 
establishing a eukaryotic cell line capable of producing 
retroviral particles at a titer greater than 10^ UI per ml, 
and comprising the steps of: 

(a) selecting a eukaryotic cell line which can be 
infected with a virus; 

(b) transfecting with a retroviral vector carrying a 
transgene under the control of retroviral regulatory 
sequences, carrying the encapsidation sequence, and 
lacking the structural genes of the retrovirus, or 
infecting with a retroviral particle, the genome of which 
carries the equivalent sequences; 
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(c) infecting said line with at least one 
recombinant virus lacking the encapsidation sequence and 
carrying gag-pol and env retroviral sequences, gag-pol and 
env preferably being derived from different retroviruses, 
or transfecting with at least one adenoviral vector 
carrying the same sequences; 

(d) screening for producer lines which give the 
desired titer, on the basis of the retrovirus titer 
obtained in the cellular supernatant. 

In this case, the transgene present in the retroviral 
vector will preferably be a reporter gene for rapidly 
selecting and measuring the cell lines producing 
retroviruses at the desired titer. 

As with the production method described above, steps 
b) and c) may be simultaneous or successive depending on 
whether the method uses transient expression or stable 
expression of the retroviral vector in the target cells. 
For the screening for producer lines, transient expression 
will be sought. 

Similarly, in order to avoid any homologous 
recombination, the sequences carried by, firstly, the gag- 
pol adenoviruses and, secondly, the env adenoviruses are 
carried by two distinct adenoviruses and are preferably of 
different retroviral origin. In order to implement the 
method of the invention, there was a prior step of 
constitution and functional characterization of, firstly, 
the adenoviruses carrying gag-pol and, secondly, the 
adenoviruses carrying env. The methodology for obtaining 
these viruses or these adenoviral vectors is set out below 
in the examples. Recombinant adenoviruses which are 
particularly advantageous according to the invention are 
those in which gag-pol is derived from MoMLV and env is 
derived from the GaLV (Gibbon Ape leukemia virus) 
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retrovirus. The env gene of the feline RD114 virus is also 
a good candidate for obtaining high-titer viral 
reconstitution without generating ^^helper'' virus. 

An adenovirus or adenoviral vector carrying 
retroviral sequences is called adeno-retrovirus or 
adenoretroviral vector . 

The recombinant adeno-retroviruses which can be used 
in the methods of the invention will always be selected 
by: 

- the titering of the retroviral supernatants 
obtained after infection of the producer cells, and 
optimization thereof as a function of the multiplicity of 
adenoviral infections ; 

- the absence of ^^helper" retrovirus in the 
production supernatant . 

Any combination of gag-pol and env on one or two 
adenoviral vectors, whatever the origin of the retroviral 
genes, whether or not an SV 40 origin of replication or a 
polyadenylation site or any other site conventionally used 
to improve the performances of the vectors or of the 
recombinant viruses is present will always be screened 
with a view to the above two parameters: titer and/or 
absence of helper retrovirus. 

In the methods of the invention, all cells which can 
be infected with a virus or which can be transfected may 
be good candidates for using the production or screening 
method. However, there is great variability in the 
production capacities of cells, without it being possible 
to determine the cause of this variability. HeLA cells 

(ATCC No. CCL-2), and especially hepatic cells, an example 
of which is given by the HuH7 hepatocarcinoma lines 

(NAKABAYASHI, H. et al., 1982, Cancer Research 42, 3858- 
3863), appear to be particularly efficient producers; 
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mention may also be made of the Ht 1080 line CRL-8805; on 
the other hand, very poor gene transfer was detected using 
A549 cells (ATCC No. CCL-185.1). 

The invention also relates to the hepatic cell lines 
transfected or transformed with a retroviral vector 
carrying the encapsidation functions and lacking the 
retroviral structural genes. Said vector may carry a 
transgene, the expression of which is desired in a target 
cell, the transgene being either a gene of interest for 
gene therapy or a reporter gene for studies or 
optimization of a method. 

In choosing the target cells, certain hepatic lines 
appear to be of particularly high performance- These are 
the HuH7 and Ht 1080 lines mentioned above or the Hep 3B 
or HEP G2 lines, into which the recombinant vectors have 
been transferred. 

More generally, embryonic lines are good candidates 
in the methods and kits according to the invention. 

The use of the HuH7 line in the two methods described 
above is also part of the invention. 

The invention also relates to a kit for producing 
retroviral particles carrying a transgene, and comprising 
at least: 

(a) one receptacle containing an adenovirus or an 
adenoviral plasmid carrying a gag-pol gene; 

(b) one or more receptacles containing an adenovirus 
or an adenoviral plasmid carrying an env gene; 

(c) one or more receptacles containing a plasmid 
carrying a retroviral vector, or containing a defective 
retrovirus or a nonretroviral virus containing at least 
the encapsidation sequence, the regulatory sequences and 
multiple restriction sites for insertion of a transgene; 
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(d) where appropriate, a receptacle containing a 
control plasmid carrying a retroviral vector containing at 
least one reporter gene. 

In the kit according to the invention, the viruses or 
the plasmids in a) , b) , c) or d) above are preferably in 
frozen form, but may also be in lyophilized form. 

Since the kit is intended for carrying out the method 
described above, the various construction possibilities 
described above are, of course, the preferred modes for 
the plasmids or the viruses present in the kit of the 
invention, namely that, firstly, gag-pol and, secondly, 
env are derived from different retroviruses- For example, 
gag-pol is derived from MoMLV and under the control of the 
cytomegalovirus promoter, whereas env is derived from GaLV 
and is under the control of the EFla promoter. The 
retroviral regulatory sequences and the encapsidation 
sequences of the plasmid or in the virus described in c) 
are preferably derived from murine retroviruses and from 
caprine, feline or primate lentiviruses . 

Finally, the plasmid in c) carrying the retroviral 
vector preferably contains a selectable marker. 

A similar kit for establishing a retroviral particle- 
producing line is also part of the invention. 
It comprises at least: 

(a) one receptacle containing an adenovirus or an 
adenoviral plasmid carrying a gag-pol gene; 

(b) one or more receptacles containing an adenovirus 
or an adenoviral plasmid carrying an env gene; 

(c) one or more receptacles containing a plasmid 
carrying a retroviral vector, or containing a defective 
retrovirus or a nonretroviral virus containing at least 
the encapsidation sequence, the regulatory sequences and a 
reporter gene. 
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The flexibility of use of the kits according to the 
invention results, inter alia, from the choice of the 
producer cells. All cells which can be transfected with 
plasmids or infected with viruses, and particularly with 
adenoviruses and with baculoviruses, may be used. 

Several versions of the kit may be available, 
depending on the choice of retroviral envelope made by the 
user. 

It may be an amphotropic kit when the env adenovirus 
corresponds to an amphotropic envelope. It may also be a 
GaLV kit when the env adenovirus encodes the Gibbon 
retrovirus envelope. The same is true for the RD 114, ECO 
and XENO envelopes and also the adenovirus encoding the 
VSV-G envelope. 

Several types of packaging may be provided, depending 
on the amount of supernatants desired: 

- a ^^mini" kit comprising 1 to 5 x 10^ pfu for each 
adenovirus and allowing the production of 50 ml of 
infectious supernatants ; 

- a ^^maxi" kit containing 1 to 5 x 10'''° pfu for each 
adenovirus and allowing the production of 500 ml of 
infectious supernatants ; 

- a ^^mega" kit containing 5 to 10 x lO"*""*" pfu for each 
adenovirus and allowing the production of 2 1 of 
infectious supernatants . 

Use of the kits according to the invention may occur 
in several manners: 

1) It may make it possible to create a population of 
cells stably expressing the retroviral vector carrying the 
transgene. The plasmid is then preferably transfected 
with a selectable marker of neomycin or blasticydin type. 
After culturing for two weeks in the presence of the drug. 
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the population is formed- If the transgene encodes a 
protein which can be visualized by flux cytometry, it may 
be sorted earlier. 

After this, the line stably expressing the retroviral 
vector will be infected with, firstly, the gag-pol and, 
secondly, env encapsidation adenoviruses contained in the 
receptacles in a) and b) above. The next day, the culture 
medium is changed. It is collected, filtered and ready to 
be used the following day and every day for four days. 

2) The retroviral vector is transfected into the 
chosen cells at the time of coinfection with the 
encapsidation adenoviruses. The culture medium is changed 
the following day and the supernatant is collected 24 
hours later. The target cells, which then exhibit 
transient expression, nevertheless allow the production 
capacities of these cells to be determined very rapidly. 

The methods and the kits of the invention are 
advantageously used in the following cases: 

(a) production of vectors in a limited amount of 
time and at low cost: the flexibility of the kit and the 
rapidity with which the results are obtained make it a 
tool of choice for scientists seeking to produce 
recombinant retroviruses ; 

(b) application to ex vivo gene transfer, for 
example, into hematopoietic cells. Peripheral blood 
hematopoietic stem cells are considered to be important 
targets for gene therapy approaches linked to the 
treatment of hematological disorders, including hereditary 
diseases. In particular, this approach is widely used for 
treating tumors or cancers by gene therapy, after 
mobilization of the system with GCSF. Application of the 
kit according to the invention to gene transfer into 
hematopoietic stem cells of the CD34+ type may make it 
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possible to combine the advantages of two coculturing 
systems : 

that of CD34+ stem cells on a layer of stromal 
cells recreating a cytokine-producing medullary 
microenvironment (Nolta, Chi. A. et al^ Blood 8_6: 101-110, 
1995) ; 

coculturing hematopoietic stem cells with 
retrovirus-producing cells produced according to the 
method of the invention and promoting transduction by 
direct cell-cell contact (Germeraad W.T., et al. Blood, 
84 : 780-788, 1994) . 

In practice, a primary human stroma will be cultured 
in vitro , in such a way that it maintains its ability to 
support hematopoiesis . It will then be infected with the 
adenoviruses carrying the encapsidation functions and the 
vector, so as to make it a producer of infectious 
retroviral particles. CD34-f cells will then be transduced 
by coculturing stem cells on the genetically modified 
stromal layer, in the absence of exogenous cytokines. 

The materials and methods, protocols and examples 
below may, without being limited, show the effectiveness 
of the methods of the invention and of the kits in 
selecting cells which are strong producers of recombinant 
retroviruses . 



- 11 - 



PCX 



cited in the European Search 
Report of EPOO Si^'JA 
Your ReL:C^-/mOp^(>cr-BP 



OROANISAHON MCXWIALB DB LA PROPRrBIE INTELLECTUELXf 
Bureau inlenuaiaftal 




DEMANDS INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU mAHE DE COCK'ERATION BS MAI1ERE DE BREVETS (PCT) 



(51) OBsslfication Internationale des brevets ^ : 
C12N SnO, 15/86 



Al 



(II) Niun^ de ptdUIcadoii InteniatHmale: WO 98A)2S29 
(43) Date de pubBcatlon Intanatfoiiale: 22 Janvier 19^ (22.01.98) 



(21) Ntimdro de la demande intemationale: PCr/FR97/01250 

(22) Date de d^pdt international: 9 juOlet 1997 (09.07.97) 



(30) Donnies relives k la priority: 

96/08889 16 juillet 1996 (16.07.96) 



FR 



(71) D6posani(pourtousiesEtais4UsignSssaMtfUS)t UNIVERSriB 

PIERRE ET MARIE CTURIE (PARIS VI) [FR/FR]; 4, place 
Jussieu, F-752S2 Paris Cedex OS (FR). 

(72) Inventeurs; e( 

(75) lnv€Otcurs/D6posanis (US seulement)i KLATZNfANN, David 
fFR/FRl; n, rue du Tage, F-75013 Paris (FR). SALZ- 
MANN, lean-Loup [FR/FR]; 70» me Claude Bemaid. F- 
75005 Paris (FR). 

(74) Mandatatres: CUTMANN, Ernest etc.; Ernest Gucmann - Yves 
Plasseraud S.A^ 3, rue Chauveau Lagarde, F-7^X)8 Paris 
(FR). 



(81) Etats ddagn^: CA, JP« US. bxevet europtoi (AT, BE, CO, 
DE. DK, ES, H, FR, GB, <m. IE, IT, LU. MC, NL. PT, 
SE). 



Public 



Avec r^^port de recherche ifUemationale, 
Avant V expiration du d^al ^€vu pour la nuhSfication des 
revendications, sera reptd^e si de ulles modificaiions sont 
regues,. 



(54) Title: HIGHLY PRODUCnVEPACKAaiNG LINES 
(54) TItrc: UGNEES D'H^ICAPSIDATION HAUTEMENT PRODUCTTRICES 
(57) Abstract 

The inyentioD concerns a packaging eokaryotic cell for tl» pioductson of defective Infectious viruses carrying a transgene, characterised 
in that it is deficient in one oel! function essential to its growth, in particular in the presence of a seIecti(Hi culture medxum, the said 
function being capable of being restored by the expression of an exogenous sequence introduced in the cell: eidto- with a vector canying 
tTBnscoffiplementing functions of packaging cells; or with a vector canying a transgene, and enabling the selection in a selective medium 
of cells, canying the said exogenous sequence. 

(57) Abr6g6 

L'invoition coiKeme une cellule eucaryote d'empaquetage pour la production de vinis infectieux d6fectifs poxteurs d'un transg^, 
caract^ris^ eh ce qu'elle est deficient en une fonction cellulaire essentielle ^ sa crotssance, notammeiu en pr6sence d*un niilku de culture 
de selection, ladite fonction ^tant suscepdble d*6tre iestaur6e par Tei^nession d'une 86quence exog6i^ intioduite dans la cellule: soil avec 
un vecteur poiteur de fonctions transcompldmentantes des cellules d'empaquetage; soit avec oh vecteurponeurdu tiansg^, el petmettant 
la s6iectioD en milieu s^lecdf des cellules porteuses de ladite sequence expgfene. 



UNiQUEMENT A TiTRE D'lNFORMATiON 



Codes utilise pbur identifier les Etats {wrties au PCT» sur ks pages de couveittire des brodiunes puWant des (temandes 
imernatkmales en veitu du PCT. 



AL 


Atbanie 


ES 


BspagRc 


LS 


Lesotho 


$1 


Sloy6iiie 


AM 


Aimtele 


FI 


fulaade 


LT 


I^uanie 


SK 


Slo>vBC|Ble 
Sdn^ 


AT 


Atitricfac 


FR 




LU 




SN 


AU 


Anitralie 


GA 


OaboD 


LV 


LencRue 


SL 


SwazihBid 


AZ 


Azerb^jafi 


GB 


Royaume-Uai 


MC 


Monaco • 


TD 


Tdad 


BA 


Bosnk-Hatfgovinc 


GE 


Qtecgk 


MD 


M|iublk|ue de Moldova 


TG 


Togo 


BB 


Bcrbade 


GH 


C2i>iia 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tad^Uttan 


BE 


Bclgique 


GN 


Gutii66 


MK 


Ex.-R5pubfiqoe yo^goalatfc 


TM 


Ttolanfotean 


BF 


Brnkina Faso 


OR 


Grtcc 




de Mactfdomc 


TR 


Turquie 


EG 


B&lgarie 


HU 


HoQgrie 


ML 


Mail 


TT 


71daii6«t-Toba80 


BJ 


B£iiin 


IB 


blande 


MN 


KCbagoIs: 


UA 


Utoaltte 


BR 


BsW 


IL 




MR 


Mauritaiue 


UG 


OqgsDda 


BY 


BObus 


IS 


bbnde 


MW 


Malawi 


US 


EtBts-Unts d'Aro^rigue 


CA 


Canada 


IT 


Uatie 


MX 


Mcxique 


uz 




CP 


RCpnbliqiie ccmrafHciiae 


JP 


iapoo 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KB 


Kenya 


NL 


ftjjFarBaa 


YU 


Yoogoslavie 
Zixntubwe 


CH 


Soine 


KG 




NO 


Norvtge 


zw 


Cf 


Cfiied*lv«nre 


KP 


R^HiMk^ popiilaire 


NZ 


Nooralfe^laiufe 






CM 


Cantcfoon 




iMrnocgartqae de Corte 


PL 


Pologse 
Fomigal 






CN 


Ghioe 


KR 


R£pUb&|iie de Corfe 


PT 






CU 


Ctaha 


KZ 


Kazdcstan 


RO 


Rooinaitte 






CZ 


R^pubTuiuc tchftque 


LC 


Saim^Lucie 


RU 


ra£iattoo de Rnssie 






DB 


AOemagne 


U 


Licditeiislcni 




Soodsi 






DK 


Dsnemail: 


LK 


Sri Lanka 


SB 


Soide 






EE 




LR 


L&tfria 


SG 









W098/D2S29 



PCT/FR97/01250 



LtGNEES D'ENCAPSIOATION HAUTEMENT PRODUCTRICES 

L'irrventjon a pour objet de nouvelies lignees celiutaires dites 
iignees d'encapsidation (iigndes de packaging) produc^rices de retrovirus 
recombinants d haut titre et uttiisabies chez i'homme en therapie genique. 

Le transfer! de g^es par retrovirus recombinants est 
actuellement largement utilise aussi bien pour des travaux experimentaux 
que dans le cadre d'essais therapeutiques. 

Les vecteurs r6troviraux utilises dans ces differentes 
situations sont habituellement produits par des lignees dites « de 
packaging » ou d'empaquetage ou de transcomplementatidn, ces Irois 
termes ayant ia meme signification ; ces ligriSes sont des cellules ayant ete 
transduites avec des constructions genetiques permettant I'expression 
constitutive des differentes protdines n^cessaires d la fabrication d'une 
particule retrovirale contenant ies protdines de structures et les enzymes 
necessaires i leur infecfiosit6. L'objet de lignee d'encapsidation est de 
foumir par transcomplSmentation des fonctions « helper », en particuiier 
les g^nes codant pour les prot§ines gag, go\ et eny, qui ont et§ enlevees 
du yecteur genomique porteur d'un transgene dont on recherche 
Texpression par utilisation d*un virus infectieux defectif, Ces fonctions 
« helper depoun^ues de la sequence \(/. sont exprimees de f agon stable 
dans les cellules de transcomptementatlon apr^s transfection tfun qu 
piusieurs plasmides les contenant et dont les transcrits RNA ne sont pas 
encapsid6s dans les particules virales suite d la deletion de la sequence 
d'encapsidation Quand ces cellules d'encapsidation sont ensuite 
transfect^ejs par des vecteurs porteurs du transgdne. ies proteines virales 
Qag produites par la celtule de packaging peuvent encapsider le vecteur 
retroviral porteur du transgene dans des particules virales qui sont ensuite 
relarguees dans Tenvironnement. (pour une revue voir Miller AD Gene 
Ther 19901: 5-14). 
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Sur ce prindpe g6n6ral, differents types de lign^es de 
packaging ont 6te realises et sont largement utilises aujourd'hui 
Cependant, ces iign^s sont loin d'etre optimisees, notamment en fonction 
de leur utiitsatton pour un transgene sp6cifique ou des modalites 
particul teres. En particuiier, il n'existe aucun moyen de faire disparaitre les 
celiuies transduites administri§es aux patients si ie transgene ou son 
produit d'expression induit des effets indesirables (par une e^qsression 
inadequate ou une insertion inaf^ropride). Uh autre aspiect pour lequel il 
est important de disposer de cellules d'ernpaquetage susceptibies d'dtre 
detauites en cas de besoin sont des probiemes strictement de sScuntd, 
sachant que des reoombinaisons pounraiertt conduire d la formation de 
virus infectieux a partir des lignites d'empaquietagb. 

Le choix des cellules de depart dans lesquelles peuvent §tre 
r6alis§es des lign^es de packaging est extremement important au regard 
des proprietes attendues et de leur utilisation citnique potentielle. A ce 
jour, la piupart des iignees celiulaires utilises en cllnique sont toutes 
derivees de fibroblastes d'origine murine, les cellules NIH-3T3. L'int6rSt de 
ces cellules est qu'elles sont parfaitement caract^risees. qu'ettes ne sont 
pas transfonTK^ (eltes ne donnent pas de tumeur iorsqu'elles sont 
r^inject^s in vivoV qu'elles pfoviehnent d'animaux ^lev^s depuis de 
noml>reuses generations et dont on sait qu'ils ne pr^entent pas de 
pathologies particulieres (de type neurodegeheratif par example) qui 
permettraienf de suspebtM- la presence d'un iE^eht Infectieux transmissible 
Chez ces animaux, et done potentieilement dans les belluies utilisees. De 
plus, rutilisation de cellules murines offre un degre de securite 
suppiementaire en cas de contamination par un agent infectieux 
transmissible inconnu du fait de la restriction d'especes frequemment 
observ6e en pathologie infectieuse. Cepertdant, i'un des debuts dont 
souffrent les cellules murines est du au fait que les virus produits par ces 
cellules, et les cellules elles-m§mes sont la piupart du temps rapidement 
neutralisees par le complement humain. Un moyen simple de palier ce 
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d&^ut est de produire des cellules de packaging a partir de cellules 
humaines ou d'une autre espece mais r^sistante au complement humain 

Cependant, dans le cas des cellules humaines, elles sont 
souvent transformees et ont done un potentiel tumoral. De plus, on ne 
connaTt evidemment pas de fa;on dStaillee rorigine des cellules et teur 
contamination possible par des agents infectieux d'origine inconnue et 
capables d'infec^er Thomme. 

Les cellules simienne$ poun^ient etre utilisees comme ies 
cellules humaines pour leur propriete de ^ire des particuies virales qui ne 
seraient pas detruites par le complement, mais elies ont, de fait, ies 
miemes defauts que ies cellules humaines concemant la possible presence 
d'agents infectieux. 

Ce peut dtre des cellules murines dans lesquelles ont ete 
transferds des gdnes [but conferant une plus grande resistance au 
complement et/ou au s6rum humaia 

Ces genes peuvent §tre notamment le CD46, le CD55, ie Ci 
inhibiteur (C1INH). la proteineH. le CRi soluble et notamment une forme 
multimerique telle que celle decrite dans le brevet FR 9508901 . 

L'objet de )a presente invention est de foumir des moyens 
pour la preparation de nouvelles iignees d'encapsidation remediant au 
moins en partie a un ou plusieurs des problemes precedemment decrits et 
susceptibles : 

- de F>roduire des rStro^^rus recombinants a des titres Sieves ; 

- d'dtre bien tol^rees ; 

* d'etre resistantes au compiem^t tout en restant 
acceptables quant d leur security ; 

•d'etre faclies d produire dans des conditions de bonne 
pratique de fabrication et ayant une stabilite dans leur expression au moins 
egale d 3 mois ; 
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- de disposer d'un gdne de sdiection permettant une selection 
positive de ceiies des cellules de sang qui ont incorpore ie vecteur porteur 
du transgene ; 

- de disposer d'un systeme de s^curitd permettant de d§truire 
ies cellules en tant que de besoin. 

Pour aboutir ^ ces differents pr^requis, il est ndcessaire 
d'optimlser, d'une part, le choix des itgndes celiulaires de d§part. ainsi que 
ie choix de chacun des cohstjtuants o6oessaires a I'obtention de la 
particule rdtroviraie recombinante infectieuse defective, en partlculier, ie 
Choix des vecteurs permettant de rendre la deilule de packaging 
productric^ des proteines oao. pol et env du retrovirus. 

En ce qui concerr^ la production de ces cellules dans des 
cultures en masse rSalis^s en condition de t>ohne pratique de fabrication 
(GMP) pour la production de Cellules ou de virus a usage clinique. II est 
necessaire d'avoir des cellules dont Ies caracteristiques de croissance 
soient parfaitement cormues, avec des temps de division fcwefs, poussant a 
haute density, ie cas dch^ant, en suspension. 

Enfin, il est necessaire de pouvoir seiectionner d partir des 
cellules utilisees des transfectahts stables exprinfiant Ies diff6rents 
transgenes d'interdt. Actuellement. on utilise la transduction des cellules 
de packaging par un vecteur unique poTtant ie giene d'interet et un g6ne dit 
de s§l^ion. ou par deux vecteuris separds. Lors de la culture uiterieure 
des cellules transduites, il est eh general n6cei5saire de malntenir la 
selection pour ne pas perdre Ie trarisgdhe d'interet. Cependant, il est 
oonnu que differents types de modification peuvent aboutir a la perte 
d'expression du gene th6rapeutique, m§me en presence de cette selection. 
Ceci est particulierement vrai lorsque le tranisgene a une certaine toxidte 
conferant aldrs un avantage seiectif aux rares cellules I'ayant peniu 
L'utilisation possible de cellules deficientes en certialns enzymes 
permettant leur selection sur ce oitdre serait done un avantage 
supplementaire. surtout lorsque le gene d'interet therapeutique 
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complemente la deficience. En d'autres tenmes, rutttisation comme g^ne 
de sdiection, au iieu d'un g6ne de resistance S un toxique (un antibiotique 
en general), d'un gene suppi§mentant une deficience genStique de la 
cellule prgsente de nombreux avantages dont I'un est la posstbiiitS de 
cuttiver iesdites cellules en {'absence du toxique. De plus, si ce gene est 
aussi ie gene d'int^ret, jl n'est plus possible de ie perdre au cours de la 
selection mdme lorsqu*il confere un desavantage selectif. Ce gene peut 
aussi §tre un gene dit « de s^curite ou «c gene suicide y> ce qui signifie 
que ie produit tfexpresston de ce gene en presence d'une substance 
exogdne conduit a la destruction specifique de ia cellule. 

^invention a done pour objet des cellules eucaryotes 
d'empaquetage pour la production de yinjs infedieux d6fectlfs porteurs 
d'un transgene caractdris^e en ce qu'elles sont deficientes en unie fonctlon 
cellulaire essentielle a leur croissance, notammeht en pr^serice d'un milieu 
de culture de selection, ladite fonc^ion Stant susceptible d'etre restauree 
par Texpression d'une s^uence exog§ne introdulte dans la cellule - 

soit ayec un vecteur porteur des fonctions 
transcomplementantes des ceflules d'empaquetage ; 

- soit avec un vecteur porteur du transgene ; 

- rexpression de la sequence exogene ainsi introduite dans la 
cellule penmettant la selection en milieu s6iectif des cellules porteuses de 
ladite sequence; 

La cellule eucaryote d'empaquetage selon rinventipn est 
caracterrsee par Ie fait qu'elle v#i1fie Tun ou plusieurs des proprietes 
suivantes : 

* elle est susceptible de produire des particules virales d un 
taux supdrieur a 10* particules par ml ; 

• elle est rSsistante au compliant ou elie produit des 
particules virales r^sistantes au complement ; 

- elle a un temps de division inferieur a 30 heures ; 
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- elle est stable au motns 3 mois dans un milieu de oilture 

non sdlectif ; 

- elte est depourvue de retrovirus endogdnes. 

L'invention porte ^element sur des ligndes d'empaquetage 
productrioes de virus infectieux d^fectifs. porteurs d'un gdne d'inter§t 
th^rapeutique dans lequel le g§ne d'int^rdt tui-m§me porte par un vecteur 
appropri^ est utilise cdmme gdne de selection de ia lignee d'empaquetage 
susceptible de produire ies virus recombinants ddfectlfe. 

Sur c^tte base, plusieurs types de cellules peuvent etre 

utilises : 

des ceiiules NiH-3T3 TIC, 

a) ies cellules murines NIH-STS qui sent actuellement 
largement utilises comme cellules de packaging productrices de 
retrovirus recombinante utilises en clinique (Takahara et al. dans Journal 
of Virology. (1992 juin)66 (6) 3725-32). 

b) des lignees TIC ont dejS et6 decrites dont des cellules 
NIH-3T3 TIC (R Wagner et al., EMBO Journal (1985), Vol, 4 n* 3. 
pages 663-666) ; ces cellules peuvent dibre tuSes lorsqu'elles sont cuttivees 
dans des miiteuDc de culture seiectifs corhme ie HAT. Aiors que si elles sont 
cdmplementees pour la fonction thyitnidine kinase, par exempie celles 
provenant du virus HSV1-TK. elles peuvent aiors pousser en milieu 
seiectif; de teltes ligndes offrent done la possibllite d'utili^r le gdne 
HSV1-TK coitime gSne de selection. Le gdne codant pour la thymidine 
kinase de HSVi bii uin de ses derives fonctionnels iest aussi largement 
utilise comme transgene S titre de prodrogue transformant le ganciclovir ou 
Tiacyclovir en drogue cytptoxique pour la cellule, trouvant ainsi son 
application dans la destruction seliective de celluies, par exempie de 
cellules cancereuses (voir par exempie WO 95/22617). 

De maniere plus generate, des ceiiules TK" peuvent etre 
derlvees pdr mutation de toute bellule susbeptibie d'etre utilisee comme 
cellule d'empaquetage. par exempie Ies cellules Vero. 
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Ainsi, lorsque le gene thdrapeutique porte par un vecteur 
d'expression est introduit cteins une cellule de packaging d^ficiente pour la 
thymidine kinase, la selection de fa cellule de packaging ayant integrd ie 
vecteur porteur du transgene se feit sur le gdne thdrapeutjque lui-meme, 
5 permettant ainsi d'augmenter la productivity de la culture en virus 
recombinants ddfectifs, les cellules de packaging n'ayant pas integre le 
vecteur recombinant dtant ipso facto eiiminees en mflieu s^lectif. 

De maniere plus generaie, Tinvention porte sur des cellules 
d'empaquetage deficientes en une fonction ceilulaire essentielle a leur 
]o croissance et dans laquelie le transgene est susceptible de restaurer la 
fonction ceiluiaire ddflciente. 

II est importait que les vecteurs dSfectifs infectieux 
recombinants porteurs d'un transgdne soient resistants au complement 
ainsi qu'aux autres facteurs potentieilement destructeurs de virus ou de 
IS cellules dans le sang ou dans les fiuides intersticiels ; pour ce farre, les 
lignees celluiaires de Tinventson peuvent avantageusement 6tre eiles- 
nriemes rdsistantes au complement et done pr^erentieliement etre issues 
de cellules humarnes ou simiennes et plus particulierement de singes de 
TAncien Monde ou cellules humaines modifi^es. 
20 Dans ie cas de cellules humaines ou simiennes, il est 

important de disposer de cellules dont rorigine est ciaire, a savoir non 
porteuses d'agents infectieux d'origine inconnue et capables dinfecter 
rhomme. La lignee 143 B TIC est une lign§e d'origine humarne connue 
(Mans^igi R. et ai dans Virology, (198B Novembre) 167 (1) 284-8} ; elle a 
25 un temps de division bref c'est-^ire d'environ dix-huit heures et elle 
produft des particules virales r^sistantes au compliment. Elle peut done 
avantageusement §tre utilisee comme cellule de packaging de {'invention. 
Les cellules Vero scHit igaiement largement utilisies notamment pour la 
production de vaccins ; ce sont des cellules simiennes qui produisent 
30 ^galement des particules virales r6sistantes a la neutralisation par ie 
complement ; les conditions de culture de ces lignees sont parfaitement 
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comues et une lign^e ddficiente en thymidine kinase pourra §tre obt^ue 
par les techniques ctassiques et Stre avantageusement utilisee apres 
transfonnation par ies vecteurs permettant la construction de packaging, 
comme iignSe d'empaquetage ayant les caract§ristlques d^s lign^ de 
{'invention. 

La fonc^ion d'une iignee celiuiaire d'empaquetage de 
retrovirus est de foumir les fonctions trahscomptementantes qui ont 6t§ 
ddi^tdes du vecteur recorrt3inant porteur du transjgene, ces fonctions §tant 
essei<itiellement les gdnes cddait pour ies prot^ines oaa. pol et eny. Ces 
fonctions sont exprirnSes de fagoh stable dans les cellules de packaging a 
partir d'un ou de pr6f§rence deux molns deux plasmides distincts afin de 
rSduire tres forterhent ia possibility de generer des particules 
irecombinanteis comp§tentes pour la replication. Des llgnees de packaging 
existantes ont et§ r6aii5§es a partir de proteines retrovirales murines ou 
aviaires et sont decrites dans Miller AD, Hum Gene Ther, 19901: 5-14. 

Les g^nes qao et fiol des retrovirus murins sont synth6tis6s 
habitueilement par le mSme ARN qui donne naissance d des precurseurs 
gag ou des prdcurseurs gag/Qo[ pair dScaiage du cadre de lecture. Ces 
processus sont bien optmnises dans ia piarticule ri^trovirale de type 
Moloney et les constructioris destinies ii faire la cellule d'empaquetage de 
I'invention ne toucheront pas d ia structure LTR oad/DoL d I'exception de la 
d6l6ti6ri de 'F. Le ehoix de$ gdhes Qao/abl ainsi que des LTR sera feit en 
fonctibh de I'objectif qui eist d'avoir un taux 6lev<§ de particules virales 
recdmt>inantes defectives produites 6leve et par cons^uent Texpression 
ia plus forte possible de ces ofenes aaa/pol est recherchde. 

Selon un mode de r§alisatibn de I'invention, les cellules 
d'encapsidation sont caraCterisees en ce qu'elles comprennent : 

- un vecteur porteur d'un LTR lui-mdme caract^'s§ par une 
bonne efficacit^ de transcriptton par exemple le LTR du virus de Friend 
FB29 (voir WO 96/17071 ) ; 
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- une region oaQ/Pot issue, soit du virus de Moloney, soit du 
virus de Friend ou de tout autre retrovirus d partir du moment ou ia 
structure et r^ression de oette fmetion sont oi^imisees ; 

c) un gdne de selection quantitative c'est-a-dire tel que 
5 lorsque Ton augmente la presston de selection^ on augmente a priori le 
nombre de transcrits synth6tises. 

Si le gene de selection de type quantitatif est situe sur le 
meme piasmide que le plasmide codant pour gag et Qg\, ('augmentation du 
nombre de transcrits codant pour ie gene de selection augmente de la 
10 meme manidre que le nombre de transcrits codant pour gao ef goi. 
L optimisation sera encore amSlioree si Ton fait en sorte que la traduction 
du g^ne de selection soit plus faible que celle de oao/pol . 

Pour ce faire, ie gene de selection est srtue soit it environ une 
centaine de paires de bases du cbdon stop de qoI, soit sous le contrdle 
15 d'une sequence IRES normale ou mutee (pour Internal Ribosome Entry 
Sites) de telle fa5on que initiation de la traduction spit moins efficace que 
celle des genes gag et eoI. La mutation peut consister a supprimer TATG 
principal, rihitiation se faisant alors sur un ATG moins performant 
preexistant ou genere par mutation. 
20 Les sequences IRES sont des sequences qui orit ete utilisees 

dans des constructions retrovirales pour mattriser la traduction des 
transcrits d'ARN polycystroniques. Les sequences IRES peiivent initier 
directement une traduction dans un codon d'initiation. /^nsi. I'tnclusion 
d une telle sequence peut permetbie d'exprimer plusieurs g6nes k partir du 
25 mdme promoteur. 

L'autre alternative qui est de situer le g^ne de selection a 
environ une centaine de bases du codon stop de bo\ permet egalement 
d'attenuer ta traduction du gene de selection par rapport a la traduction 
des genes oaq/ pol. 

30 Le gene de selection peut §galement etre situe sur le vec^eur 

porteur du gene env quand celui-ci est distinct de celui portent oaa/Dol ; 



wo 90/02329 



enfrn les deux vecteurs de construction de ia cellule de packaging peuvent 
I'un et {'autre porter un gene de selection. 

Les g^nes de selection peuvent par exemple dtre des genes 
de type BSR c'est-^ire de resistance d ia blasticidine S ou un gdne de 
resistance a la zeomicine. Le g§ne de resistance h la blasticidine est un 
gSne de selection pour les cellules animaies qui a ete d^crit notamment 
par IZUMI M. et a! dans Experimental Cell Research (1991). 1^ : 229-233. 
Ce gene semble particuIiSrement efficace puisqu'il a notamment utilise 
comme marqueur de selection pour produire des hybridbmes producteurs 
d'anticorps mbnbclonaux humains avec iin t>on rendement (Journal of 
Immunological inethods, 1994, 177 : 17-22). 

Un exemple de vecteur particulierement apprc^rie a la 
construction des lign§es de packaging de rinvention est represents dans 
la figure 1a. 

Le deuxieme vecteur utilisable pour ia construction de Ja 
cellule d'empaquetage est porteur de gSnes codants pour les enveloppes 
de retrovirus. La plupart des gUnes cbdant pour les ehve\oppes de 
retrovirus pourraient avoir un certain degre de toixicite pour la cellule ; or, il 
est necessaire d'avoir des quantites sufTisante de proteines d'envebppe 
qui soient synthetisees pour que ies particules retroviraies recombrnantes 
defectives soient bien infectieuses. 

Les sequences ^ codant pour ies peptides derives d'une 
enveloppe, pair exemple enphotrbpe peuvent etre par exerhple I'enveloppe 
4070a du virus de la leucemie murine de Moloney (MoMuLV). Mais, tout 
type de gene codant pour une proteine d'enveloppe susceptible d'etre 
integree daris la membrane cellulaire au moment du tx3urgeonnement du 
retrovirus est utilisable ; le choix de la proteine eny peut etre guide par la 
nature du recepteur de la cellule cible que I'oii souhaite trartsfecter par le 
virus retroviral recombinant d^ectif. Le gene eny porte par ie piasmide de 
construction de ia cellule d'empaquetage est sous la dependence de 
sequences regulatrices de transcription virales ou nori virales. II peut s'agir 
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de promoteurs forts comma ie promoteur du cytomegalovirus (CMV) dans 
le cadre de constructions g§netiques telles que ia preselection oblige la 
cellule a synth^tiser des quantitds tmportantes d'enveloppes„ Par 
« promoteur fort on entehd toute sequence d'acide nucletque 
5 comportant le site de fixation de I'ARN polymerase ainsi que les sites de 
fixation des proteines reguiatrices et permettant un taux eieve de 
transcription de la sequence situee sous le controle dudit promoteur 

II peut s'agir dgalement de promoteurs inductibles qui 
permettraient une absence ou une expression faible d'enveJoppes qui 
10 pourraient etre ensuite rnduites de fagon transitoire lors du recueit des 
partlcules ylrales. Par ^ promoteur Induetibie on emend une sequence 
promotrice activable d vdlonte par une molecule donnee ; ce type de 
promoteur est utilise chaque fois que fon desire declencher ^ la demande 
('expression tf un g6ne donn6. 
15 Des exempies de promoteurs inductibles suscepttbles d'etre 

utilises dans la construction des cellules d'empaquetage de ('invention sont 
les promoteurs inductibles par la tetracycline decrit par Bujard et ai. dans 
Mot and Gen. Genetics, (1977 Dec 9) 157 {3):301-11, ou les promoteurs 
inductibles conditionnels tel le promoteur RAR-p (Japanese Journal of 
20 Genetics, (1993 juin) 68 (3) 175-84) ; les « promoteurs conditionnels » sont 
constitu^s d'une sequence promotrice activee par un ou des facteurs 
trans-regulateurs sp§crfiquement produits par un tissu donn6, mais non 
n^essairement idehtiftSs, corttme par exemple le promoteur de rinsuline 
sensible d des facteurs strictement pancreatiques. 
25 Ces constructions peuvent s'appliquer a tous les genes eny 

ctassiques de type 4070A du virus de ia leucemie murine de Moloney 
(MoMuLV) ou i des enveloppes qui pourraient §tre utilisees en fonction de 
leurs proprietes particulieres notamment la resistance au complement de 
type RD114. Des enveloppes de type HTLV1 ou derives de lOTtivirus tels 
30 que foamy virus peuvent §galement dtre utilisees. 
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Des gdnes cf enveloppe ayant un tropisme particuiier pour 
des cellules dbles susceptibles d'etre transfectees par des vims 
recombinants d§fectifs produits par les cellules d'empaquetage peuvent 
6tre avantageusement utilises, par exemple des sequences d'enveloppe 
de spumavi'rus ayant un tropisme particuiier pour les cellules 
hematopoi'dtiques humiaines. 

Enfin, dans te cadre d'un syst^me inductible tel que decrit 
plus haut, il seratt aJors possible d'utiliser des enveloppes de type VSV-G. 

Le vecteurporteur du gene eny cbmpoftd en 3* une sequence 
de polyadenylation telle celle issue du vims SV40. Un exemple de vecteur 
porteurdu g6ne eny est mbntr§ dans la figure lb, dans laquelle ZeoR est 
le gene de resistance a la z6orhyctne. 

Les deux vecteurs permettant de constituer la cellule de 
packaging sont bien evidemment dipourvus de sequences 
d'encapsidation. 

Les cellules d'empaquetage recombinantes telles que 
decrites ci-dessus avec leurs diff§rents modes de r6alisatior» sont 
susceptibles d'etre transfectees par un vecteur retroviral recombinant pour 
I'expression et/ou rintdgration au sain du genome d'une cellule cible d'une 
sequence de nucleotides choisis (transgSne) pour un ihteret thdrapeutlque. 
Ce transgene peut 6tre. soit une sequence dodant pour une fonction 
deficiente dans la cellule cible et dans laqcieite on souhaite restaurer ladite 
fonction. ou pour iritroduire une fonclibn compl§mentaire eUou r6gulatrice 
dans la cellule cible. ou encore et sans §tre limitatif une sequence 
permettant d'activer des pftodrogues comme dans le cas du gene de la 
thymidine kinase du vims de HSV1 transformant le ganciclovir ou 
I'acyclovir en drogue toxique et destmctrice des cellules, ou le g^ne de la 
cytosine desaminase transformant un pr6curseur 5 fluorouracile en drogue 
active ; cela peut etre enfin un transg^ne permettant d'induire ou de 
stimuler le systdme immunitalre. soit par manipulation des cellules 
tumorales, soit par manipulation des cellules du systdme Immunitaire lui- 
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meme ou au contraire un transg^ne permettant de specifiquement inhfber 
Line rdponse immunitaire dans le cas par exemple du rejet de greffe ou 
dans le cas de maladies auto-immunes. 

La structure generale d'un vecteur retroviral porteur du 
transgene necessite ta presence de deux LTR encadrant le ou les genes 
d'int<§r&t ou transgenes et porte la region permettant Tencapsidation du 
transcrit dans la particule pseudo-r6trovirale dont les prot^ines de 
structure sent codees par ia cellule d'empaquetage de rinvention. 

En ce qui conceme les LTR utilises, seront preferes, soit ceux 
derives des souches de Moloney, tels que ceux derives des souches Mov 
(ref Jaenish) pour leur plus grande capacite d s'exprimer dans des cellules 
peu ou non differendees que sont entre autres les cellules tumorales et, 
decrits dans la demande de brevet EP n^ 0674716 ou les LTR derives des 
virus de Friend pour leur haut taux d'ex^n-essibn comme cela a 6te decrit 
ci-dessus. 

L'invention porte dgaiement sur des vecteurs rStroviraux 
recombinants porteurs d'un gene h#teroiogue dont Texpression est 
recherchee dans une cellule cible, carac^erisee en ce qu'ils comportent : 

un gene d'interet therapeutique X, sous le controie d'un 

promoteur, 

- une sequence nucleotidique Y dont Texpression 
complemente ia foncUon deficient© dans la oellMte d'empaquetage, 

- une sequence d'encapsidation 

- le cas 6cheant un gene de sScuritd Z dont Texpression en 
presence d*urie isubstance exogene conduit a la destruction de la cellule 
transfectee ou infects. 

Quand le transgene dinteret thdrapeutique est un gene 
suicide par exemple celui codant pour HSV1-TK ou Tun de ses derives 
fonclionnels» les sequences X et Y ou Y et Z ne torment qu'iin seul et 
meme gene, et rutilisation d'un tel vecteur permet de s§lectionner iesdites 
cellules d'empaquetage qui ont §t^ transfectees par tedit vecteur. 
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Lin bon litre viral depend du nombre de transcrits 
encapsidables produits par ia cellule d'empaquetage 

L'invention porte §gatement sur le precede d'obtention de 
virus recombiriants irtfectieux d6fectifs a haut titre dans ies cellules telies 
que decrites ci-dessus et comprenaht : 

a) I'infection ou la transfection desdites cellules par un 
vecteur recombinent porteur au moins d'un gdne d'interSt th6rapeutique X ; 

- une s^uence nucl6otidlque Y dont I'expression 
complemente la fonction dSfidente de la cellule d'empaquetage si cette 
ddficlente subsiste apr^s cofnstruction de ladite cellule d'empaquetage par 
Ies vecteurs porteurs des gi^es gal, pole t env ; 

- une s<§quence d'encapsidation v ; 

- et ie cas i§c;heant un g6ne de securit6 Z dont I'expression en 
presence d'une substance exog^ne conduit d {a destruction de la cellule 
transfect^e ou infectee ; 

b) la selection desdites cellules dans un milieu de culture de 
selection dans le cas ou la cellule d'empaquetage est d^ficieiite pour une 
fonction donn6e et que le vecteur porteuf' du transgfehe supplee cette 
dSficience. 

Quand Ies lignees d'empaquetage sont d6ficientes en 
thymidine kinase, ie vecteur porteur du iransgfene sera un vecteur 
bidslroniqiie pemiettanl la selection en pr^ence d'un gene thymidine 
kinase de HSV1 ou uh ddrivS Ibnctionnel de celui-ci. Une propriete 
surprenante du g§ne HSV1-TK est que un taux d expression §leve peut 
dntralner une toxicity pour ia cellule, empechant d'obtehir un nombre 6lev6 
de transcrits. Dans ce cas de toxicite du gene, la selection des cellules 
productrices aboiitit S I'obtention de clones dans lesquels I'expression du 
gene est faible et done le titre Irtfectieux tres bas. Le viscteur de l'invention, 
susceptible d'infecter ou de transferer ies cellules d'empaquetage decrites 
ci-dessus. sera done construit de telle fagon que la production des 
transcrits encapsidables du transgene soit §iev6e en comparaison avec la 
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production des protdines HSV1-TK Ainsi, una cellule d'empaquetage TIC 
transfectde par un vecteur bidstronique porteur. d'une part, d'un transgene 
et, d'autre part, de HSV1-TK ou Tun de ses derives peut d la fois dtre 
s^lectionn#e dans le milieu seiectif HAT et dire productrice de particules 
5 virales a haut titre. tout en 6vitant une contre-^selection due a I activite 
toxique du HSV1-TK lorsque le gene est traduit activement Ceci permet 
done ia realisation de celiuies d'empaquetage disposant d'un trtre eleve et 
qui produtsent des retrovirus defectrfs codant. soit pour HSV1-TK seul, soit 
pour un gene d'interet et HSVI-TK. 
10 Cette difference dans ia production de transcrits du 

transgene X, d'une part, et de Y, d'autre pan, est reaiisee par la 
construction de yecteurs recombinants dans iaquelie la sequence 
nucieotidique Y dont re)q3ression compiemente ia fonctiixi deficiente de la 
cellule d'empaquetage, par example HSV1-TK est situee soit e environ 
15 une centaine de paire de bases dii codon stop du transgene, soit sous le 
contrdle d'une sequence de type IRES normale ou mutee telle que decrite 
ct-dessus de telle fapon que rinitiation de la traduction de la sequence Y 
soit mpins efflcace que celle de la sequence X. 

Dans le cas ou ie transgene est iui-meme le gene permettant 
20 ia selection des cellules d'empaquetage, c'est-a-dire dans le cas ou X et Y 
sent un seul et meme gene (par example HSV1-TK), >e gene d'interet iui- 
meme est utilise comma gene de selection. Au contraire, quand ie gene X 
et le gene Y sont differents, le gene Y peut alors assurer egalement une 
fonction de gene de securtte Z car II pmnet le cas echeant de detmire les 
25 cellules transfectees avec ie gene therapeutique par traitement du malade 
avec une substance transformant la prodrogue en drogue toxique. 

Daris le cas ou la sequence Y et ie cas echeant la sequence 
Z cedent pour HSV1-TK, un exemple de realisation du vecteur recombinant 
de invention est represente sur la figure 2. 
30 Dans cette figure, les deux vecteurs representes montrent la 

difference entre les deux modes de realisation permettant une moindre 
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expression du g^ne HSV1-TK (sequences Y et 2 reunies). soit par une 
certaine distance du codon stop du g6ne X, soit par I'introduction d une 
s§quencie IRES. La sequence repr^entee par gag* signifie que la 
sequence d'encapsidation peut comprendre non seuiement la region 
genetique necessaire S i'encapsidation mais ^gaiement la partie du gene 
gag mute qui ne permet pas ia reconstitution de ia prot6ine gag mais qui 
peut augrnenter I'efficacitS d'encapsidation. 

Les propri6t§s de H$V1-TK sont compatibles avec cette 
conception. En effet. de tr6s faiWes quahtit^s de TK sorit suffisantes pour 
pouvoir s§lectionrter en presence d'un milieu s6lectif HAT des clones 
cellulaires derives de cellules TK negatives ; de la meme maniere. une tres 
faible expression de TK est suffisante pour obtenir une bonne sensibility 
au ganciclovir. 

Dans certains cas, les trois genes X. Y et Z ne peuvent 
representor qu'un seul gene comme. par exemple; il s'agit du gene HSV1- 
TK qui joue S la fois le r61e de transgene. de ghhe de sfelectiori. et de gene 
de securite. Une construction comme celle-pi presente Tavantage de 
pouvoir ajouter dans le vecteur un detixieme g§ne tb6rapeutique. par 
exemple un g6ne qui code pbtir des cytokines lOrsque I'on souhaite 
eliminer des cellules caricireuse^. 

Un autre mode de realisation de I'lnvention, iorsqiie le g^ne 
TK est le g&ne ther^psutique iui-mime. peut 6tre caracterisS par le fait que 
le g^ne Y peut Stre un gSrie codant pour un autre marqueur de selection 
par exemple ie gene BSR cite plus haut ou un autre gene d'interet 
therapeutique comme par exemple un gene de cytokine. 

Pour une expression optlrtiisee du gene Y. ce dernier peut 
etre place sous le contrdle d'un promoteur interne faible qui peut etre lui- 
meme attenue par un « read through » par le LTR du vecteur retroviral. 
Dans cette condition le LTR 3' du vecteur peut egalement contenir une 
deletion de I'amplificateur de sorte que ce « read through » n'empeche pas 
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Texpressfon aprds infection de la cellule cible par tes particuies virales 
recombinantes. 

Oe manidre g^ndrale, ie procddd d'obtention de virus 
recombinants ddfectifs d haut litre peut porter sur tout transgene dont 
5 Tabsence indurt une pression de selection negative pour la cellule 
d'empaquetage ; une cellule ainsi d^l§t6e du gene codant pour ce 
transg§ne serait alors « sauvee » par Ie yecteur retroviral qui jouerait en 
meme temps Ie rdfe de vecteur de selection. Ceci s'appliqueralt ainsi a tout 
gene cellulaire dont la surexpression induit une pression de selection 
10 negative pour la cellule puisque seules les cellules d'empaquetage 
. poneuses &i producuices de retrovirus recombinants seroht seiectionnees 
positivement mdme dans Ie cas ou re)qDresslon du g^ne d'interdt aurait 
tendance a contre^selectionner ces cellules. 

L'invention porte sur Tutilisation des cellules tfempaquetage 
15 et des vecteurs decrits ci-dessus dans la preparation d'un medicament de 
th^rapie genique possedant tes qualites de securite» et d'efficacitd 
requises pour ce type de medicament, S savoir resistants au complement 
et ayant la possibifite d'§tre detrults in situ en tant que de besoin. 

Uinvention porte sur Tutilisation des cellules d'empaquetage 
20 selon rinvention et des vecteur recombinants porteurs d*un gene dinteret 
tel que dScrit ci-dessus d la transformation de cellules cibles du systdme 
immunitaire telles les cellule souches hdmatopoietiques^ des cellules 
lymphocytaires ou des cellules cancdreuses. 

L'invention porte dgalement sur I'utiiisation des cellules 
25 d'empaquetage telle que decrite plus haut dans un procedS de cocuiture 
de cellules cibles d'un retrovirus infectieux dSfectif porteur d'un gene 
d'interet en therapie genique et produtt par les cellules d'empaquetage, 
ces demieres devant etre imp6rativement detruites avant utilisation 
desdites cellules cibles ainsi transformees en medicaments. II est connu en 
30 effet que certaines indications n^cessitent cette cocuiture in vitro de la 
cellule cible et de la cellule d'empaquetage» par exemple quand la cellule 
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cible est une cellule du systdme lymphocytaire ou des cellules souches 
h6matopoi6tiques. La cellule d'empaquetage doit imperativement etre 
6limln6e avant la r6introduction de la cellule cible ainsi transform6e. 
Quand la cellule d'empaquetage est porteuse du gene HSV1-TK comme 
gene de selection par exempie. rutilisation d'un milieu de culture contenant 
du HAT en presence de gandclovir et d'acyclovir peut permettre de 
ddtruire select jyemem les cellules portant le gene HSV1.TK et done la 
cellule d'empaquetage au profit des seules dettules cibies transfect6es par 
le virus retroviral produit par lesdites cellules d'empaquetage. 

Un autre mode de r^aiisiation dans le cas de coculture peut 
Stre realist avefc des cellules d'empaquetage dirsectement d6pourvues du 
g^ HSV1-TK et la s6lectioh du melange cellulaire en presence du milieu 
s6lectif HAT en maintenant une concentration cellulaire ad^uate fail 
egalement disparaitre |es cellules d'empaquetage sans alterer les cellules 
cibies. 
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REVENDICATIONS 

1 Cellule eucaryote d'empaquetage pour la production de 
virus infectleux d6fectifs porteurs d'un transgene, caracterisee en ce 
qu'elle est deficiente en une fonction cellulaire essentielle a sa croissance, 
notamment en presence d'un milieu de culture de seiection. ladite fonction 
etant susceptible d'etre restaur§e par Texpression d'une sequence 
exogene rntroduite dans la cellule - 

soit dvec un vecteur porteur de fonctions 
transcbmplementantes des cellules d'empaquetage ; 

- spit avec un vecteur porteur du b*ansg§ne, 

et ipermettant la selection ien milieu s6lectif des celfules porteuses de ladite 
sequence exogene. 

2 Cellule eucaryote seion la revendication 1 caracterisee par 
le fait qu'elle verifie Tune ou plusieurs des proprfetes suivantes : 

- elle est susceptible de pw^oduire des particules virales a un 
taux superieur a 10^ particules par ml ; 

' elle est resistante au compidment du etie produit des 
particules virales resistantes au complement ; 

- elle a un temps de division inferieur d 30 heures ; 

- elfe est stable au moins 3 mois dans un milieu de culture 

non selectif ; 

- elle est dSpourvue dd retrovims endog^nes 

3. Cellule selon Tune des revendications 1 ou 2 caracterisee 
en ce qu'elle provient d'Une cellule humaine ou simienne, 

4. Cellule selon Tune des revendications 1 a 3 caracterisee 
en ce que le transgene lui-meme est susceptible de restaurer la fonction 
cellulaire deficiente. 

5 Cellule selon ia revendication 4 ciaract^risee en ce que ie 
transgene est le gene codant pour la thymidine kinase ou pour un derive 
fonctionnel de celle-ci 
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6. Cellule selon I'une des revendications 3 a 5 issue de la 
Iign6e 143 B TIC ou d'une cellule Vero. 3T3-TK~ 

7 Cellule selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, modiflSe par transfec^n avec au mojns deux vecteurs 
r^troviraux porteurs : 

- pour le premier, des genes oal/Dol . sous le controle d'un 
promoteur de type LTR. une sequence de polyadenylation, le cas echeant 
des signaux regulateurs de transcription de aao et pol ; 

- pour le deuxieme. un gdne codant pour une protelne 
d'enveloppe, sous le contrdle d'un promoteur qui sera avantageusement 
cholsl parmi 163 promoteurs forts de type pCMV ou parmi les promoteurs 
inductlbles. une sequence de poiyad^lation ; 

- au moins un gene de selection pour r^ablissement de ta 
cellule en lign^ d6 packaging qui peut §tre situe sur le premier ou le 
deuxieme vecteur; 

- les susdits premiers et deuxiemes vecteurs etant depourvus 
de sequence d'encapsidation. 

8. Cellule d'empaquetage selon la revendication 7 
caracterisee en ce que un gene de selection est situe sur le premier 
vecteur et peut etre notamment un gene de resistance a la Blasticidine S 
(gene BSR) ou a la Zeomycine (gene ZeoR). 

9. Cellule d'ompaquotogc selon la revencliijdliuri 7 ou 8 
caracterisee en ce que le gd»ne de selection est sjtu^f, soit a environ une 
centaine de paires de bases du codon stop de gol. soit sous le controle 
dune sequence de type IRES, normale ou mutee. de telle fafon que 
rinitiation de la traduction du gene de selection soit moins efficace que 
celle des gdnes gag et eol. 

10. Cellule d'empaquetage selon I'une des revendications 7 a 
9 caracterisee en ce que le promoteur contrdlant les genes gag et fiol est 
le LTR du virus de Friend B29 
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1 1 . Cellule d'empaquetage selon Tune des revendications 7 a 
10 caracterisee en ce que le deuxieme vecteur bontient ^aiement un 
gdne de selection different de c^tui situ^ sur le premier vecteur. iedit gene 
de selection etant sitae, sort d environ une centatne de paires de bases du 
codon stop de ggi, soit sous le contrdie d'uhe sequence de type IRES, de 
telle fagon que rinitiation de la traduction du gene de sSlecttori soit moins 
efficace que celle des g§nes gag et ^ol. 

12. Vecteur retroviral recombinant porteur d'un gene 
heterologue X dont Texpression est recherchee dans une cellule cible et 
porteur d une sequence \j; caracterise en ce qu'il comprend ■ 

- unc sequence nuclebtidique Y dont rexpression 
complemente la fonction deficiente dans la cefiuie d'empaquetage, 

- le cas i§ch§ant un gene de security Z dont i'expression en 
presence d'une substance exogene conduit k la destruction de ia cellule 
transfectee ou infectSe. 

13 Vecteur selon ia revendication 12 caracterise en ce que X 
et Y ou Y et Z ou X, Y et Z ne represented qu'un seul et m§me gene, el 
que Iedit vecteur perimet de selectionner les cellules d'empaquetage qui 
contienneht le transgene d'int^re^t X, 

14. Procede d'obtention de virus recombinants a haut titre 
dans des cellules d'empaquetage teilles que definies dans j'une des 
revendications prec6dentes cofnprehant : 

a) rinfection ou ia transfection desdites cellules par un 
vecteur recombinant porteur au moins de : 

- un g^ne d'interet therapeutique X, sous le contrdie d'un 

promoteur, 

- une sequence nucieotidtque Y dont I'expression 
complemente la fonction deficiente dans ia cellule d'empaquetage, 

- une sequence d'encapsidation 
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- ie cas 6ch6ant un g6ne de securite Z dont I'expression en 
presence d'une substance exog§ne conduit a la destruction de la ceiiuie 
transfectee ou infect^, 

b) la selection desdites cellules dans un milieu de culture 
comprenant une substance entralnant Id mort de la cellule quand la 
sequence Y n'est pas exprim6e. 

15: Proc6de selon la revendication 14 caracterise en ce que 
la sequence Y est situ6e, soit a environ une centaine de paires de bases 
du codon stop de X, soit sous Ie contrdle d'une sequence de type IRES, de 
telle f^gon que Tinltiation de la traduction do lo sequence Y soil jtfoins 
efficace que cede de la sequence X. 

16. Precede selon I'une des revendications 14 et 15 dans 
lequel les sequences Y et Z sont identiques. 

17 Proc6d6 selon I'une des revendications 14 et 16 dans 
lequel ie gene d'int6rSt therapeutique X et la sequence Y sont identiques 

18. Proced§ selon I'une des revendications 14 a 17 
caracterise en ce que la cellule est deficiente en thymidine kinase, telle par 
exemple les cellules issues de la lignee 143B TfC. et la sequence Y est 
celle du gdne de la thymidine kinase de HSV1-TK ou Tun de ses derives 
fonctionnels. les cellules etant alors selectionnees en milieu HAT, et 
susceptibles d'etre detruites en Cas de necessite en presence de 
ganciclovir ou d'acyclovir. 

19. Utilisation de cellules d'empaquetage selon I'une 
quelconque des revendications 1^11 dans un proced§ de coculture de 
cellules cibles d'un r6trovinis infectieux ddfectif porteur d'un gdne d"inter§t 
en therapie genique et produit par lesdites cellules d'empaquetage. ces 
demi6res devant §tre detruftes avant utilisation desdites cellules cibles 
ainsi transformees en medicament 

20. Utilisation selon la revendication 19 ou les cellules cibles 
sont les cellules du systeme immunitaire telles ies cellules souches 
hematopoietiques ou des cellules lymphocytaires. 
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21 Utilisation de cellules d'empaquetage selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 1 1 dans ta preparation d'un 
medicament de therapie genique. 

5 
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♦ NOTICES * 

Japan Patent Office is not responsible for any 
damages caused by the use of this translation. 

1. This document has been translated by computer. So the translation may 
not reflect the original precisely. 

2. **** shows the word which can not be translated. 
3.1n the drawings, any words are not translated. 



DETAILED DESCRIPTION 



[Detailed Description of the Invention] 

High capsid-ized system of production capacity The purpose of this 
invention is in the new cell lineage which produces the recombination 
retrovirus of a high potency which can be used for Homo sapiens in heredity 
****** and which is called a capsid-ized system (packaging system). 
The transgenics by the recombination retrovirus is used widely current and 
not only within the limit [ of a clinical trial ] but because of an 
experimental-research activity. 

: which the retrovirus vector used under these situations differ is produced 
by the system usually called «packaging», packaging, or a transformer 
complement (transcomplementation) system, and has the semantics with 
these three same vocabulary — these systems are the cells by which 
transduction was carried out using the gene construct which enables the 
compositionality manifestation of different protein required for manufacture 
of the retrovirus particle containing structural protein and an enzyme 
required for those infectivity. The purpose of a capsid-ized system is to 
offer the gene which carries out the code of gag, pol, and env protein which 
the genome vector which has a "helper" function and the introductory gene 
with which the manifestation is especially investigated by use of the 
infectivity defective virus does not have by transformer complement. The 
these "helper" function which is not equipped with Array psi is discovered in 
the form stabilized in the transformer complement cell after the transfection 
of the unit which contains them and by which the RNA transcript is not 
capsidHzed in virion as a result of the deletion of the capsid-ized array psi, 
or two or more plasmids. When these capsid-ized cells receive the 
transfection by the vector which has an introductory gene next, the virus 
protein gag produced by the packaging cell can capsid-ize the retrovirus 
vector which has an introductory gene in the virion by which a salting-out is 
carried out after that within an environment. (Refer to Miller AD Gene Ther 
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and 1990 1:5-14 about an outline) . 

The packaging system of a different type is realized based on this general 
principle, and it is used widely today. However, these systems do not exist 
especially at the thing which can be optimized according to the use or 
specific approach for a specific introductory gene. Especially a means to 
extinguish the cell which received the transduction with which the patient 
was medicated when an introductory gene or its guided manifestation 
product induced the effectiveness which is not desirable (an unsuitable 
manifestation or unsuitable insertion) does not exist at all. Another side face 
in which it becomes a reason for being important securing the packaging cell 
which may be destroyed when required is a problem on insurance strictly [ 
because it turns out to be that recombination may draw the formation of an 
infectivity virus based on a packaging system ]. 

Selection of the start cell which can realize a packaging system in inside is 
seen from the property expected and its potential clinical use, and is very 
important. The greater part of all cell lineage used clinically is guided despite 
former, the fibroblast, i.e., the NIH-3T3 cell, of the mouse origin. The 
transformation is not received [ that the advantage of these cells is fully 
characterized, ] (a neoplasm is not started when again poured in by inch 
vivo). It is in being a thing originating in the animal it being bred covering 
many generations and not presenting the specific illness (for example, 
neurodegenerative type illness) which leaves possibility of making existence 
of an infective infectivity effector suspecting in the body, as a result in the 
cell used potentially turns out to be. the result of limit of a seed that use of 
the cell of a mouse is moreover frequently observed in infection pathology — 
strange transfer — a sexual feeling — in contamination by the stain effector, 
additional safety is offered. However, one of the faults which the cell of a 
mouse has originates in the viruses produced by these cells and these cell 
itself being quickly neutralized by human complement in almost all cases. A 
simple means to amend this fault is to produce a packaging cell from the cell 
of other kinds with the resistance over a human cell or human complement, 
however, in the case of a human cell, it is boiled occasionally, is carried out, 
and the transformation of it is carried out, therefore it has the latency of a 
neoplasm. The possibility of the contamination by the infectivity effector 
which the generation source which may be infected with the origin and 
human being of a cell with a natural thing moreover does not understand is 
not known in detail. 

Although the cell of an ape can be used like a human cell for the property 
which makes the virion which is not destroyed by complement, these cells 
actually have the same defect as a human cell about the possibility of the 
existence of an infection active substance. 

This may be the cell of the mouse with which the gene which gives [ rather 
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than ] big resistance to hunnan complement and/or a human blood serum was 
introduced into inside. 

Especially these genes may be CD46, CD55, CI inhibitor (C1INH), protein H. 
fusibility CR 1, and the polymer gestalt that was described by especially the 
patent FR No. 9508901. 

The purpose of this invention amends the unit of the above-mentioned 
problems, or two or more things in part at least, - It rearranges with a high 
potency and a retrovirus can be produced. - Tolerance may fully be carried 
out. - Remaining in a permissible condition about the safety It can have 
resistance to complement. - In the manifestation, it has the stability for 
three months or more. It can produce easily under good practical use 
manufacture conditions. - The selector genes which enable forward selection 
of the blood cell which incorporated the vector which has an introductory 
gene are securable. - It is in offering a preparation means of a new 
KABUSHIDO-ized system by which the safety system which can destroy a 
cell if needed is securable. 

In order to attain these different prerequisites, on the other hand, it is 
required to optimize selection of start cell lineage and each selection of a 
component required for acquisition of an infectivity deficit recombination 
retrovirus particle, especially selection of the vector which can make a 
packaging cell what produces gag, pol, and env protein of a retrovirus. 
The practical use manufacture conditions which excelled for production of 
the virus of a clinical application, and a cell (GMP) 

It is required to obtain the cell which is short division time amount and is 
generated by the high consistency in the state of suspension about 
production of these cells in the mass culture realized in the bottom 
depending on the case and which has a well-known growth property 
completely. 

It is required to be able to choose stable transformer FEKUTANTO which 
discovers a different convenient introductory gene from the cell used at the 
end. The transduction of the only vector containing current and a convenient 
gene and the so-called selector genes, or the packaging cell by two 
separated vectors is used. In the case of the culture of the after that of a 
cell by which transduction was carried out, generally, it is required to 
maintain selectivity so that a convenient introductory gene may not be lost. 
However, it is also known as a result of the alteration of the type with which 
even the bottoms of existence of this selectivity differ that the gene 
expression for a therapy may be lost, this — especially — an introductory 
gene — an alternative advantage — — jt is being able to say, 

when it has the fixed trauma nature which will give it to a rare cell. 
Therefore, the availability of the cell into which the enzyme of a certain kind 
which enables that selection based on these criteria suffered a loss becomes 
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one additional advantage, when the gene for a therapy complements that 
deficit especially. When it puts in another way, there are many advantages 
including possibility of cultivating said cell in the condition that there is no 
toxic material in using the gene which supplements with the hereditary deficit 
of a cell instead of a gene with the resistance over a toxic material (generally 
antibiotic) as selector genes, the case which is a gene with them where it will 
give the disadvantageous point on selection if it becomes — between 
selections — this — ****** — it is impossible. [ moreover, this same gene, 
and ] [ convenient ] 

This gene may be the so-called "safety" gene or a "suicide gene" similarly, 
and this means that this gene expression product under existence of the 
exogenous matter draws specific destruction of a cell. 
Therefore, this invention is set to the packaging eukaryotic cell for 
production of the infectivity defective virus which has an introductory gene. 
The indispensable cell function is missing to that growth especially under 
existence of a selective medium. This function - With the vector which has 
the transformer **** function of a packaging cell Or - Are recoverable with 
the manifestation of the exogenous array introduced into this intracellular 
one with the vector containing an introductory gene. And the manifestation 
of the exogenous array introduced into intracellular in this way aims at the 
packaging eukaryotic cell characterized by enabling selection within the 
selective medium of the cell which has said array. 

The packaging eukaryotic cell by this invention is Virion can be produced 
at a rate of 105 or more [ per ml ] particles.; 

- The virion which has the resistance over complement with the resistance 
over complement in itself is produced.; 

- It has less than 30-hour division time amount.; 

- It has the stability for at least three months within a non-selectivity 
culture medium.; 

- It is characterized by being what checks one or more things of the 
properties; which is not equipped with the endogenous retrovirus. This 
invention relates also to the packaging system in which the convenient gene 
contained by the vector suitable again in itself produces the infectivity 
defective virus which is used as selector genes of the packaging system 
which can produce a deficit recombination virus, and which has a gene for a 
therapy. 

: which can use the cell of two or more types on the basis of this — namely, 
~ NIH-3 T3 TK-cell a NIH-3T3 cell (Takahara et al.Journal of Virology 
(June, 1992) (6)66 3725-32) of the mouse widely used now as a packaging 
ceil which produces the recombination retrovirus used by clinical, 
b) ; TK-system containing a NIH-3 T3 TK-cell has already been described to 
be (F, Wagner et al., EMBO Journal (1985). and 4th volume No. 3,663-666 
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pages) — these cells may become extinct when cultivated within a selective 
medium like HAT. Although these cells originate for example, in a HSV1-TK 
virus and they are complementary about a thymidine kinase function [ like ], 
they may be generated within a selective medium at this time. Therefore, 
such a system offers possibility of using a HSV1-TK gene as selector genes. 
The gene which carries out the code of one of the thymidine kinase of HSV1 
or the functional derivative of its is similarly used widely as an introductory 
gene as a prodrug which converts ganciclovir or aciclovir into cell trauma 
nature, therefore is applied to alternative destruction of a cell called for 
example, a gun cell (for example, W095/22617 reference). 
Still more generally TK-cell may be guided by the mutation of all the cells 
that can be used as a packaging cell called a Vero cell. 

Therefore, when the gene for a therapy contained in an expression vector is 
introduced into deficit packaging intracellular for a thymidine kinase, 
selection of the packaging cell incorporating the vector which has an 
introductory gene is performed about the gene for a therapy itself, therefore 
the productivity of culture of a deficit recombination virus increases, and the 
packaging cell which did not incorporate a recombination vector is taken and 
removed within a selective medium as an inevitable result. 
More generally this invention relates to the packaging cell into which the cell 
function indispensable to the growth in which the cell function to which the 
introductory gene suffered a loss is recoverable suffered a loss. 
It is important that the recombination infectivity deficit vector which has an 
introductory gene has resistance to the factor of others which destroy 
potentially the virus or cell in complement and blood, or the interstitial fluid. 
Therefore, the cell lineage of this invention may have resistance [ 
conveniently as opposed to complement ] in itself, therefore, more 
specifically, may be Homo sapiens or the cell of an ape, and a thing 
originating in the cell of the ape in the old world (Asia, Europe, North Africa), 
or the changed human cell preferably. 

In the case of the cell of Homo sapiens or an ape, the origin has clarified, i.e., 
it is important to secure the cell which does not have the infectivity effector 
which the origin is not known but may be infected with human being. 143 
BTK-System is System of Known Homo Sapiens Origin (Manservigi R Et Al). 
167in Virology (November, 1988) (1)284-8; — this produces the virion which 
has short paddle division time amount, i.e., about 18-hour division time 
amount, and has the resistance over complement. Therefore, this is 
conveniently available as a packaging cell of this invention. 
The Vero cell is used widely especially because of production of a vaccine 
similarly. This is the cell of the ape which produces the virion which has the 
resistance over neutralization by complement similarly. The culture condition 
of these systems is completely well-known, and the system in which the 
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thymidine kinase is missing can be conveniently used after the 
transformation by the vector which enables the configuration of packaging as 
a packaging system which can obtain by the Prior art and has the description 
of the system of this invention. 

The function of the packaging cell lineage of a retrovirus is for the 
recombination vector which has an introductory gene to offer the 
transformer complement function which suffered a loss, and these functions 
are genes which carry out the code of the protein gag, pol, and env 
fundamentally. 

It is made to discover these functions in the form stabilized in packaging 
intracellular from one or at least two plasmids which are completely 
preferably different so that possibility of generating a recombinant particle 
with the competence to a duplicate may be reduced extremely. The existing 
packaging system is made from the retrovirus protein of a mouse or a bird, 
and is described within Miller AD, Hum Gene Ther, and 1990 1:5 -14. 
gag and the pol gene of a retrovirus of a mouse are compounded by the 
usually same RNA as generating a gag precursor or a gag/pol precursor by 
the shift of an open reading frame. This process is fully optimized in the 
retrovirus particle of a MORONI mold, and the construct for making the 
packaging cell of this invention does not touch the LTR structure of gag/pol 
except for the deletion of psi. Selection of a gag/pol gene and LTR will be 
performed according to the target to make high the rate of the 
recombination defective-virus particle produced, therefore the manifestation 
of these gag/pol genes greatest as much as possible is called for. 
For a capsid-ized cell, it is - when one embodiment of this invention is 
followed. For example, vector which has LTR characterized by the imprint 
effectiveness which was excellent in itself which is called LTR of Friend virus 
FB29 (refer to WO 96/17071); 

- As long as the structure of the function and a manifestation are optimized, 
they are the Moloney's virus, the Friend virus, or the gag/pol field that 
originates in all retroviruses in addition to this.; 

c) Selector genes to which the imprint significant work which will be 
experimentally compounded if it increases in quantitive selection, i.e., a 
selection pressure, increases; 
****** — it is characterized by things. 

When the selector genes of a quantum mold are on the same plasmid as the 
plasmid which carries out the code of gag and the pol, the increment in the 
imprint significant work which carries out the code of the selector genes 
increases in the same way as the imprint significant work which carries out 
the code of gag and the pol. Optimization will improve further, when it is 
made for the translation of selector genes to become smaller than the 
translation of gag/pol. 
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For this reason, selector genes are positioned in the place of about 100 base 
pairs from the halt codon of pol, it is put under the control of the IRES array 
(about the internal ribosome penetration section : Internal Ribosomal Entry 
Site) from which ** received mutation it is [ control ] normal, therefore 
effectiveness worsens [ initiation of a translation ] rather than gag and a pol 
gene. Mutation may consist of deleting main ATG(s), and at this time, 
initiation is existing or is performed on ATG with the comparatively low 
engine performance generated by mutation. 

An IRES array is an array used in a retrovirus construct in order to control 
the translation of a polycistron RNA transcript. An IRES array can make 
direct translation start within an initiation codon. Therefore, by carrying out 
entailment of such an array, it becomes possible to discover two or more 
genes from the same promoter 

Another alternative of positioning selector genes in the place of about 100 
bases from a pol halt codon makes it possible similarly to attenuate the 
translation of selector genes compared with the translation of a gag/pol 
gene. 

; which positions selector genes similarly on the vector which has this env 
gene when the vector which has an env gene is a completely different thing 
from the vector which has gag/pol, and may be carried out — in short, two 
vectors which constitute a packaging cell can have selector genes for both. 
Selector genes may be a gene, i.e., a blasticidin S resistance gene, or a 
ZEOMAISHIN resistance gene BSR type [ for example, ]. Especially brass 
CHISHIJIN resistance genes are the selector genes for Experimental Cell 
Research (1991) and the animal cell described by IZUMI M et al in 
197:229-233. Since this gene was used especially as a selective marker for 
producing a human monoclonal antibody production hybridoma with the 
outstanding yield, it is thought that especially effectiveness is good. (Journal 
of Immunological methods, 1994, 177; 17-22) An example of the vector 
suitable for especially the configuration of the packaging system of this 
invention is shown in drawing 1 a. 

The 2nd vector which can be used for the configuration of a packaging cell 
has the gene which carries out the code of the retrovirus envelope. Most 
genes which carry out the code of the retrovirus envelope may have the 
trauma of fixed level to a cell. However, in order for a recombination deficit 
retrovirus particle to have sufficient infectivity, it is required to have 
envelope protein of sufficient amount compounded. 

For example, the env array which carries out the code of the peptide guided 
from an envelope which is both kind directivity (enphotrope) may be the 
envelope of 4070a of for example, a MORONI murine leukemia virus 
(MoMuLV). However, selection of :env protein with all the available genotypes 
that carry out the code of the envelope protein which it is at the germination 
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time of a retrovirus and may be incorporated in a cell membrane may be 
drawn with the property of the receptor of a target cell in which transfection 
by the recombination deficit retrovirus is desired. It depends on a virus or a 
non-virus transcriptional control array for the env gene which the 
configuration plasmid of a packaging cell has. That is, it is thought that this is 
a powerful promoter like a promoter of the cytomegalovirus (CMV) of a gene 
construct within the limit who makes a cell compound a lot of envelopes 
compulsorily by preliminary selection. '^Powerful promoters" is all 
nucleic-acid arrays that enable an imprint at the high rate of the array which 
at least an RNA polymerase fixed part has at least the fixed part of 
regulatory protein, and is under control of a promoter like a parenthesis. 
An induction promoter who enables lack or a low manifestation of the 
envelope which may be temporarily induced after that in the case of 
collection of virion may also pose a problem similarly here. An "induction 
promoter" is the promoter array which can be activated at will with a 
predetermined molecule, this type of promoter is alike each time and is used 
to start predetermined gene expression according to a demand. 
In the configuration of the packaging cell of this invention as an available 
induction promoter s example the induction promoter by the tetracycline 
described by Bujard et al in Mol.and Gen.Genetics(1977 
September)! 57(3);301 -1 1 — or conditional [ like promoter RAR-beta 
(Japanese Journal of Genetics (June, 1993) (3)68 175-84) ] — ; with an 
induction promoter — " — conditional — promoter" For example, although it 
is specifically produced by the predetermined organization as it was called 
the promoter of the insulin which has susceptibility to the factor of the 
pancreas strictly, it consists of promoter arrays activated by the unit or two 
or more transformer regulators which are not necessarily identified. 
These constructs are applicable to an available envelope according to all the 
conventional env genes of 4070A molds of a MORONI murine leukemia virus 
(MoMuLV), or a specific property of those especially like the resistance over 
the complement of RD1 14 type. The envelope of HTLV1 type or the 
derivative of lentivirus like the foamy virus can be used similarly. 
The envelope gene which has specific compatibility to the target cell which 
may rearrange and may receive the transfection by the defective virus 
produced by the packaging cell is conveniently available like the envelope 
array of a SUPUMA virus which has specific compatibility for example, to a 
Homo sapiens hematopoietic cell. 

Finally, within the limit of an induction system which was described above, it 
will become possible to use a VSV-G type envelope at this time. 
The vector which has an env gene has a polyadenylation array which 
originates in an SV40 virus in 3'. An example of the vector which has an env 
gene is shown in drawing 1 b, and ZeoR is a ZEOMAISHIN resistance gene 
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among this drawing. 

Two vectors which enable it to constitute a packaging cell are not equipped 
with the capsid-ized array with the natural thing. 

a recombination packaging cell which was mentioned above together with the 
different embodiment rearranges for the manifestation inside the genome of 
the target cell of the nucleotide sequence (introductory gene) chosen as the 
therapy, and/or a nest and is retro — oui, the transfection by the RUSUSU 
vector can be received. The array expected for this introductory gene to 
carry out the code of the deficit function in a target cell, and to recover this 
function in it, Or additional in a target cell and/or the array for introducing 
the function for accommodation. Or the gene of the thymidine kinase of 
HSV1 virus which converts ganciclovir or aciclovir into the restrictive 
poisonous drug which destroys a cell meaningless. Or it may be the array 
which makes it possible to activate a prodrug like [ in the case of the gene of 
the cytosine deaminase which converts 5 fluorouracil precursor into an 
activity drug ]. or [ that this finally induces an immune system by actuation 
of a tumor cell, or actuation of the cell of the immune system itself ] — or 
you may be the introductory gene which can be stimulated or may be the 
introductory gene which can check an immune response specifically the case 
of graft rejection, and in the case of an autoimmune disease on the contrary. 
The general structure of the retrovirus vector which has an introductory 
gene needs existence of two LTR which encloses the convenient gene or the 
introductory gene of an unit or plurality, and it has the field which enables 
capsid-ization of the imprint object in a SHUDO retrovirus particle with the 
structural protein in which a code is carried out by the packaging cell of this 
invention. 

About LTR used, LTR guided from the Friend virus for reasons of the high 
incidence rate as mentioned above or LTR guided from MORONI strain, such 
as the LTR (refer to Jaenish) by which a ********** tumor cell comes out 
so and is discovered in a certain most or the cell which has not specialized 
at all, and which was caused, was guided from Mov strain for reasons of big 
capacity, and was described in patent application EP No. 0674716, is liked. 
It sets to the recombination vector which has similarly the non-homologous 
gene with which it searches for the manifestation in a target cell, and this 
invention is Gene X for a therapy under one control of a promoter; 

- Nucleotide sequence Y with which the manifestation complements a 
packaging intracellular deficit function; 

- Capsid-ized array psi; 

- Insurance gene Z which draws destruction of the cell from which the 
manifestation under existence of the exogenous matter received transfection 
or infection depending on the case; 

It is related also with the recombination retrovirus vector characterized by 
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When the introductory gene for a therapy is a suicide gene which carries out 
the code of one of HSV1-TK or its functional derivatives, Arrays X and Y, or 
Y and Z form only the same only gene, but use of such a vector makes it 
possible to choose said packaging cell which received the transfection by 
this vector. 

the outstanding virus titer was produced by the packaging cell — capsid — it 
is influenced by the imprint significant work [-izing / significant work ]. 
this invention — the same — a — at least - Gene Xfor therapy; 

- Nucleotide sequence Y with which that manifestation complements the 
deficit function of a packaging cell when this deficit continues after the 
configuration of the packaging cell by the vector which has gal, pel, and an 
env gene; 

- CapsidHzed array psi; 

- Insurance gene Z which draws destruction of the cell from which the 
manifestation under existence of the exogenous matter received transfection 
or infection depending on the case; 

Infection or transfection of said cell by recombination BETAKU which ****; 
b) Selection of said cell within a selective medium in case the vector which 
the packaging cell is missing in the predetermined function, and has an 
introductory gene supplements with this deficit; 
It is related also with the acquisition approach of ****** and the 
recombination infectivity defective virus of a high potency in the inside of 
the cell as above-mentioned. 

When the thymidine kinase is missing in the packaging system, the vector 
which has an introductory gene turns into a JISHISU TRON vector which 
makes selection possible under existence of the thymidine kinase gene of 
HSV1 or its functional derivative. A high incidence rate causes the trauma 
over a cell, and the property that a HSV1-TK gene is surprising has it in 
having barred acquisition of many imprint objects. In the case of this trauma 
of a gene, selection of a cell with production capacity draws acquisition of a 
clone with a very low infectivity potency weakly [ gene expression ] 
therefore, therefore, an above-mentioned packaging cell — infection or the 
vector of this invention which can carry out transfection — an introductory 
gene — capsid — production of the imprint object [Hzing / an object ] will 
consist of forms which become high compared with production of HSV1-TK 
protein. Therefore, while packaging cell TK- which received the transfection 
by the JISHISU TRON vector which has an introductory gene on the other 
hand, and has one of HSV1-TK or the derivative of its on the other hand can 
produce the virion of a high potency, avoiding the counter selection resulting 
from the poisonous activity of HSV1-TK when a gene is translated actively, 
it is also selectable within a HAT selective medium. Therefore, the deficit 
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retrovirus which carries out the code of the HSV1-TK to a HSV1-TK 
independent or a convenient gene is produced in this way, and it becomes 
realizable [ the packaging cell which has a high potency ]. 
On the other hand on introductory gene X another side, this difference in 
production of the imprint object of Y For example, [ whether nucleotide 
sequence Y with which the manifestation complements the deficit function of 
a packaging cell called HSV1-TK is positioned at the place of about 100 base 
pairs from the halt codon of an introductory gene, and ] or the bottom of 
control of the IRES mold array which received the **** mutation which is 
the above normal — initiation of a translation of he, therefore Array Y is 
realized by the configuration of the recombination vector used as what has 
bad effectiveness from the translation of Array X. 

When the introductory gene itself is a gene which enables selection of a 
packaging cell (i.e., when X and Y are the same only genes (for example, 
HSV1-TK)), a convenient gene is used as selector genes in itself. When Gene 
X differs from Gene Y on the contrary, the function of the insurance gene Z 
can achieve Gene Y similarly. 

This is because it enables it to destroy the cell which received transfection 
with the gene for a therapy by treating a patient by the matter by which this 
gene Y converts a prodrug into a poisonous drug when it corresponds. 
When Array Z carries out the code of HSVI-TK depending on Array Y and 
the case, the example of the recombination vector of this invention is 
expressed to drawing 2 . 

distance with two vectors fixed from the halt codon of Gene X displayed in 
this drawing — or two operative conditions which enable a manifestation 
smaller than that [ gene HSV1-TK (what Arrays Y and Z unified) ] by 
installation of an IRES array — the difference is shown while like. The array 
expressed with gag* means that the part of the gag gene which can raise the 
effectiveness of capsid-izing and which carried out mutation can be included, 
although a packaging array does not enable reconstruction of not only a gene 
field required for capsidHzing but gag protein. 

The properties of HSVI-TK are this concept and a compatible **** thing. In 
order to be actually able to choose the cell clone to which negative TK cell 
was guided under existence of a HAT selective medium, very little TK is 
enough. In order to acquire the outstanding susceptibility over ganciclovir 
similarly, very slight TK manifestation is enough. 

Three genes X, Y, and Z may express only the only gene with coincidence to 
a certain kind of case like [ in gene HSVI-TK which achieves the duty of an 
introductory gene, selector genes, and an insurance gene ]. Such a construct 
presents the advantage that the 2nd gene for a therapy like the gene which 
carries out the code of the cytokine can be added in a vector to remove for 
example, a gun cell. 
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When TK gene is the gene for a therapy itself, another embodiment of this 
invention can be characterized by for Gene Y being another gene for a 
therapy like for example, the gene which carries out a code, or a cytokine 
gene, and acquiring another selective marker like an above-mentioned BSR 
gene, for example. 

Lycium chinense grows in the bottom of control of the weak internal 
promoter who can decrease this gene Y by ''the readthrough (read through)'' 
by LTR of a retrovirus vector in itself for the manifestation by which Gene Y 
was optimized. The deletion of an amplifier can be contained in a form which 
this "readthrough" rearranges LTR3' of a vector similarly under these 
conditions, and does not bar the manifestation after infection of the target 
cell by virion. 

Generally, the cell to which; which is a thing in connection with all 
introductory genes by which the negative selection pressure to a packaging 
cell is induced, thus the gene which carries out the code of this introductory 
gene carried out deletion of the acquisition approach of the recombination 
defective virus of a high potency when it was lacked becomes what "is 
helped" by the retrovirus vector which plays the role of a selection vector in 
coincidence at this time. Probably an above-mentioned thing follows and is 
applied to all cytogenes to which the superfluous manifestation induces the 
negative selection pressure for a cell, in order that only the packaging cell 
which has a recombination retrovirus and produces it may receive forward 
selection, even when it has the inclination for convenient gene expression to 
make counter selection of it. 

This invention relates to the above-mentioned packaging cell in preparation 
of such drugs for gene therapies which has possibility of being destroyed by 
in situ if needed [ resistance and if needed ] over the advantage, i.e., the 
complement, of the safety aspect and effect side which are needed for the 
drugs for gene therapies, and use of a vector. 

This invention relates to use of the packaging cell by the recombination 
vector and this invention in the transformation of the target cell of an 
immune system like a hematopoietic stem cell, a lymph cell, or a gun cell 
which have a convenient gene as above-mentioned. 

This invention relates also to use of the packaging cell as above-mentioned 
in the cocultivation approach of the target cell of the infectivity deficit 
retrovirus which has similarly the gene for gene therapies produced by the 
packaging cell. In addition, said packaging cell must be absolutely destroyed 
here before use of said target cell which did in this way and was converted 
into drugs. In fact, it is known like [ in case a target cell is the cell or 
hematopoietic stem cell of the lymphatic system ] that this cocultivation in in 
vitro of a target cell and a packaging cell is needed for a certain kind of 
adaptation. A packaging cell must be removed before reintroduction of the 
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target cell converted in this way. When a packaging cell has a HSV1-TK gene 
like selector genes, cell ****** which has a HSV1-TK gene can make it 
possible to destroy a packaging cell alternatively so that conveniently [ use 
of the culture medium which contains HAT under existence of ganciclovir 
and aciclovir / the only target cell which received the transfection by the 
retrovirus produced by said packaging cell ]. 

Another embodiment in the case of cocultivation is also realizable using the 
packaging cell which originally does not have the HSV1-TK gene, and a 
packaging cell can be extinguished, without denaturing a target cell similarly 
by choosing cell mixture under existence of a HAT selective medium, 
maintaining suitable cell concentration. 



[Translation done.] 
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* NOTICES * 

Japan Patent Office is not responsible for any 
damages caused by the use of this translation. 

1 This document has been translated by computer. So the translation may 

not reflect the original precisely. 

2.**** shows the word which can not be translated. 

3.1n the drawings, any words are not translated. 



CLAIMS 



[Claim(s)] 

In Packaging Eukaryotic Cell for Production of Infectivity Defective Virus 
Which Has Introductory Gene, Indispensable Cell Function is Missing to the 
Growth Especially under Existence of Selective Medium. 1. This Function - 
With the vector which has the transformer complement function of a 

packaging cell or Vector which has an introductory gene Packaging 

eukaryotic cell characterized by enabling selection within the selective 
medium of the cell into which the manifestation of the exogenous array 
introduced into this intracellular one can recover, and this manifestation 
moreover has said exogenous array. 

2. - Virion can be produced at a rate of 105 or more [ per ml ] particles.; 

- The virion which has the resistance over complement with the resistance 
over complement is produced.; 

- It has less than 30-hour division time amount.; 

- It has the stability for at least three months within a non-selectivity 
culture medium.; 

- The endogenous retrovirus is not equipped.; 

The eukaryotic cell according to claim 1 characterized by being what checks 
one or more things of the properties to say. 

3. Cell according to claim 1 or 2 characterized by originating in cell of Homo 
sapiens or ape. 

4. Cell given in any 1 term of claims 1-3 characterized by the ability of 
introductory gene itself to recover deficit cell function. 

5. An introductory gene is a cell according to claim 4 characterized by being 
the gene which carries out the code of a thymidine kinase or its functional 
derivative. 

6. Cell given in any 1 term of claims 3-5 originating in system 143BTK- or 
Vero cell 3 T3-TK-. 

7. - It is the gal/pol gene which is under control of the transcriptional control 
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signal of gag and pol about the first thing depending on an LTR type 
promotor, a polyadenylation array, and the case.; 

- They are the promotor who will be conveniently chosen from a powerful 
pCMV type promotor or an induction promotor about the 2nd thing, and the 
gene which carries out the code of the envelope protein under control of a 
polyadenylation array.; 

- At least one selector genes for establishment of the cell in the form of the 
packaging system which may be positioned on the 1st or 2nd vector; 

A cell given in any 1 term of claims 1-6 changed by the transfection in at 
least two retrovirus vectors which **** and moreover do not have a 
capsid-ized array. 

8. Packaging cell according to claim 7 characterized by being gene in which 
selector genes are on the 1st vector and have resistance especially to 
blasticidin S (BSR gene) or ZEOMAISHIN (ZeoR gene), and obtaining. 

9. Packaging cell according to claim 7 or 8 characterized by for selector 
genes being in place of about 100 base pairs from halt codon of pol, being 
under control of array of IRES type which received **** mutation which is 
normal, therefore initiation of translation of selector genes having become 
what has bad effectiveness from thing of Genes gag and pol. 

10. A packaging cell given in any 1 term of claims 7-9 characterized by the 
promotor who controls Genes gag and pol being LTR of friend B29 virus. 

1 1 . Also Contain Selector Genes in which 2nd Vector Differs from Thing on 
1st Vector Similarly. [ whether said selector genes are in the place of about 
100 base pairs from the halt codon of pol, and ] Or a packaging cell given in 
any 1 term of claims 7-10 characterized by being under control of an IRES 
mold array, therefore initiation of a translation of selector genes having 
become what has bad effectiveness from the thing of Genes gag and pol. 

12. In Recombination Retrovirus Vector Which Has Heterologous Gene Which 
Searches for the Manifestation within Target Cell Which Has Array Psi - 
Nucleotide Sequence Y to which the Manifestation Has Complemented 
Deficit Function with Packaging Intracellular; 

- Insurance gene Z which draws destruction of the cell from which the 
manifestation under existence of the exogenous matter received transfection 
or infection depending on the case; 

****** — the recombination retrovirus vector characterized by things. 

13. The vector according to claim 12 characterized by that X and Y, Y and Z, 
or Y and Z express only the same single gene and enabling selection of the 
packaging cell into which said vector contains the convenient introductory 
gene X. 

14. a) At least - Gene X for a therapy under one control of a promotor; 

- NUKUREOCHICHIDO array Y whose the manifestation of the complements 
a deficit function with packaging intracellular; 
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- CapsidHzed array psi; 

- Infection or transfection of said cell by the recombination vector which has 
the insurance gene Z which draws destruction of the cell from which the 
manifestation under existence of the exogenous matter received transfection 
or infection depending on the case; 

b) Selection of said cell within the culture medium which contains the matter 
which causes the death of a cell when Array Y is not discovered; 
The acquisition approach of the packaging intracellular recombination virus of 
a high potency given in any 1 term of ****** claims 1-13. 

15. The approach according to claim 14 characterized by for the place of 
about 100 base pairs having Array Y from the halt codon of X, being under 
control of an IRES mold array, therefore initiation of a translation of Array Y 
having become what has bad effectiveness from the thing of Array X. 

16. The approach given [ Arrays Y and Z ] in any 1 term of same claims 14 
and 15. 

17. The approach given [ the gene X for a therapy and Array Y ] in same 
claim 1 4 or any 1 term of 1 6. 

18. A cell is an approach given in any 1 term of claims 14-17 characterized 
by being the cell into which a thymidine kinase like the cell of the 143 B 
TK-system origin suffered a loss, Array Y being the thymidine kinase of 
HSV1-TK, or an array of one gene in that functional derivative, and a cell 
being chosen within a HAT medium at this time, and being destroyed under 
existence of ganciclovir or aciclovir when required. 

19. Use of the packaging cell which must be destroyed before use of the 
target cell which a packaging cell carries out in this way, and by which it was 
converted into physic in use of a packaging cell given in any 1 term of claims 
1-11 in the cocultivation approach of the target cell of the infectivity deficit 
retrovirus which has a convenient gene by the gene therapy produced by 
said packaging cell. 

20. A target cell is use according to claim 19 which is the cell of immune 
systems, such as a hematopoietic stem cell or a lymph cell. 

21. Use of a packaging cell given in any 1 term of claims 1-11 in preparation 
of the drugs for gene therapies. 



[Translation done.] 
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Japan Patent Office is not responsible for any 
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DRAWINGS 



[Drawing 1] 
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